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RESUMO

LUZ, Dirce Ferreira, D. S., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2006.
Expressdo heter6loga e caracterizagcdo bioguimica da proteina
recombinante GmSBP2/S64 da soja (Glycine max). Orientadora: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Co-Orientadoras: Maria Cristina Baracat Pereira e
Marli Lourdes de Oliveira.

A proteina de ligacado a sacarose (SBP) pertence a familia das proteinas
cupim e é relacionada estruturalmente as proteinas de armazenamento do tipo
vicilinas. Nesta investigacdo, a SBP foi expressa em E. coli e grandes
quantidades da proteina foi acumulada na fragdo insoluvel como agregados,
proteina desnaturada. A renaturacdo da proteina purificada se deu com a
remogao progressiva da uréia no tampao de renaturagdo, que continha um
sistema de retirada de oOxido (2 mM de glutationa reduzida e 0,2 mM de
glutationa oxidada) e glicerol 5% (v/v) como um agente estabilizador de
proteina. A renaturagao da proteina foi monitorada usando o dicroismo circular
na faixa do UV distante (CD), a fluorescéncia intrinseca, e o apagamento por
acrilamida, KCIl e KI. A porcentagem da estrutura secundaria da proteina
renaturada, que foi calculada com base no espectro de CD, foi consistente com
aquela obtida pelo modelamento tedrico com grande predominancia da
estrutura de beta barril (42%) sobre a alfa-hélice (9,9%). O maximo da emissao

de fluorescéncia de 303 nm para a SBP indicou que o triptofano fluorescente foi
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completamente internalizado dentro de um ambiente altamente hidrofébico.
N&do obstante, o apagamento do triptofano pela acrilamida, KI e CsCL e
respectiva constante de Stern-Volmer (Ksv) de 23,5 + 0,5 M7, 16,1 +02M" e
49 + 0,1 M" indicam que os residuos de triptofano fluorescentes foram
bastante acessiveis aos apagadores e, consequentemente, expostos ao
solvente. Foi medida também a constante de dissociagdo de equilibrio (Kd) da
ligacdo da sacarose por titulagdo da fluorescéncia usando a proteina
renaturada. A baixa afinidade de ligagao da sacarose (Kd = 2,79 + 0,22 mM) a
proteina renaturada foi similar aquela da proteina nativa purificada das
sementes de soja. Coletivamente, os resultados apontam que a estrutura
enovelada da proteina renaturada € similar a proteina SBP nativa. Como um
membro da familia das proteinas bicupim que incluem proteinas de
armazenamento de semente altamente estaveis, foi de interesse determinar a
estabilidade estrutural da SBP. As desnaturagdes térmicas e quimicas da
proteina foram examinadas por monitoramento das mudangas nos espectros
de CD e na fluorescéncia intrinseca da proteina renaturada. Os resultados
indicam que a SBP permaneceu enovelada em uma extensao similar na
presenca ou auséncia de 8 M de uréia ou de 6 M de GdnHCI. Do mesmo modo,
foi razoavelmente estavel em altas temperaturas. A alta estabilidade da
proteina renaturada pode ser uma propriedade remanescente da SBP de seu

parentesco evolucionario com as proteinas de armazenamento de sementes.
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ABSTRACT

LUZ, Dirce Ferreira, D. S., Universidade Federal de Vigosa, June of 2006.
Heterologous expression and biochemical characterization of
GmSBP2/S64 recombinant protein from soybean (Glycine max). Adviser:
Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-Advisers: Maria Cristina Baracat Pereira
and Marli Lourdes de Oliveira.

The sucrose binding protein (SBP) belongs to the cupin family of proteins
and is structurally related to vicilin-like storage proteins. In this investigation,
SBP was expressed in E. coli and large amounts of the protein accumulated in
the insoluble fraction as aggregated, denatured protein. The refolding of the
purified protein proceeded with a progressive removal of urea into the
renaturation buffer, which contained an oxido shuffling system (2 mM reduced
glutathione and 0.2 mM oxidized glutathione) and glycerol 5% (v/v) as a protein-
stabilizing agent. The renaturation of the protein was assayed by using far-UV
circular dichroism (CD), intrinsic fluorescence, and quenching by acrylamide,
KCI and KI. The percentage of secondary structure of the renatured protein,
which was calculated on the basis of the CD spectrum, was consistent with that
obtained by theoretical modeling with a large predominance of beta-strand
structure (42%) over the alfa-helix (9.9%). The fluorescence emission maximum
of 303 nm for SBP indicated that the fluorescent tryptophan was completely

buried within a highly hydrophobic environment. Nevertheless, tryptophan



quenching by acrylamide, Kl and CsCL and the respective Stem-Volmer (Ksv)
constant of 23.5 + 0.5 M", 16.1 + 0.2 M and 4.9 + 0.1 M indicate that the
fluorescent tryptophan residues were quite accessible to the quenchers and
hence exposed to the solvent. We also measured the equilibrium dissociation
constant (Kd) of sucrose binding by fluorescence titration using the refolded
protein. The low sucrose binding affinity (Kd = 2.79 + 0.22 mM) of the renatured
protein was similar to that of the native protein purified from soybean seeds.
Collectively, our results indicate that the folded structure of the renatured
protein is similar to the native SBP protein. As a member of the bicupin family of
proteins which include highly stable seed storage proteins, it was of interest to
determine the structural stability of SBP. The thermal and chemical
denaturations of the protein were examined by monitoring changes in the CD
spectra and in the intrinsic fluorescence of the renatured protein. Our results
indicate that SBP remained folded to a similar extent in the presence or
absence of 8 M urea or 6 M GdnHCI. Likewise, it was fairly stable to high
temperatures. The high stability of the renatured protein may be a reminiscent

property of SBP from its evolutionary relatedness to the seed storage proteins.



1. INTRODUCAO

1.1. Proteinas de armazenamento

As proteinas de armazenamento em sementes de plantas, além da
grande importancia econdmica como fontes de nutrientes, tém impulsionado o
desenvolvimento da biologia molecular de plantas por serem utilizadas como
ferramentas em inumeros ensaios bioquimico-biolégicos.

A diversidade e, principalmente, a importancia econdmica de leguminosas
e culturas de graos tém levado ao intenso progresso no desenvolvimento de
pesquisas sobre proteinas de armazenamento em sementes de grande numero
de géneros. Essas proteinas se encontram empacotadas em corpos de
armazenamento cotiledonarios e representam a maior fonte de nitrogénio para o
desenvolvimento das plantas (DOYLE et al., 1986). As proteinas de
armazenamento em leguminosas sao as globulinas — representadas pela fragédo
11 S nao-glicosilada (leguminas) — e as proteinas 7S glicosiladas (vicilinas)
(MILLERD, 1975; DERBYSHIRE et al., 1976; GIBBS et al., 1989). As globulinas
sdo encontradas como complexos hexaméricos (coeficiente de sedimentagao 11
S), sendo cada subunidade derivada de um complexo precursor que consiste de
dois dominios, um N-terminal acidico constituido por uma cadeia o € um C-
terminal basico constituido pela cadeia B, as quais permanecem associadas
apos o processamento proteolitico. As outras proteinas, as vicilinas, ocorrem
como trimeros 7 S, com cada subunidade constituida de um polipeptideo de 50 a



70 kDa, sendo sujeitas aos varios niveis de processamento (DUNWELL et al.,
2000).

As proteinas 7 S da maioria das leguminosas consistem de
combinagdes de subunidades produzindo uma massa molecular de
aproximadamente 150-220 kDa (DERBYSSHIRE et al., 1976; GATEHOUSE et
al., 1981; BLAGROVE et al., 1984). As subunidades de proteinas individuais
variam em tamanho dentro e entre as espécies. As subunidades principais
dessas proteinas do feijdo-comum sao a (51 - 53 kDa), (47 - 48 kDa) e y (43 -
46 kDa) (BROWN et al.,, 1981). Além da diferenca em tamanho e falta de
homologia antigénica entre essas proteinas (KLOZ; KLOZOVA, 1974; DOYLE
et al., 1985), comparagdes da sequéncia de nucleotideos parciais dos genes e
seus mMRNAs tém mostrado uma variagao consideravel em homologia (LYCETT
et al.,, 1983; SCHULER et al., 1983; CASEY et al.,, 1984). Entretanto,
comparacgdes de sequéncia de aminoacidos tém revelado similaridades entre
as vicilinas e as leguminas (ARGOS et al., 1985).

As proteinas faseolina do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), as
proteinas B-conglicinina de soja (Glicine max) e as canavalinas do feijao-de-
corda (Canavalina ensiformis) pertencem as proteinas vicilin-like (DOYLE et al.,
1986).

A faseolina é a maior proteina de armazenamento vacuolar encontrada nas
sementes do feijdo-comum (MUNTZ et al., 1998; NUTTALL et al., 2003). Ela é
uma glicoproteina homotrimérica encontrada no lumen do reticulo endoplasmatico
(RE). Monbmeros de faseolina sintetizados interagem transientemente com o
chaperone molecular residente no reticulo endoplasmatico BiP (NUTTALL et al.,
2003). Sob condigbes de trimerizacao, a faseolina oligomérica dissocia-se de BiP
e segue para o RE (VITALE et al., 1995), enquanto mutantes que permanecem
monomeéricos sao retidos no lumen do RE em associagdo com BiP até serem
degradados pelo mecanismo de controle de qualidade do reticulo (PEDRAZZINI et
al.,, 1994, 1997). Os trimeros de faseolina possuem um sinal de localizagao
vacuolar, um tetrapeptideo AFVY no C terminal, e sdo, entdo, transportados do
reticulo endoplasmatico para os vacuolos de armazenamento de proteinas via o
complexo de Golgi (NUTTAL et al., 2003). Se a sequéncia AFVY for eliminada por
mutagénese, a proteina mutante € secretada quantitativamente para o apoplasto
de folhas transgénicas de tabaco, onde ela € muito estavel e se acumula em altos
niveis (FRIGERIO et al., 1998).



Os trimeros de faseolina sdo associados por interacdes hidrofobicas
entre dois clusters de a-hélice (LAWRENCE et al., 1990, 1994), um localizado
préoximo ao centro da sequéncia linear e outro proximo do C-terminal (FORESTI
et al., 2003). A estrutura de cristal da faseolina revela que, no C-terminal, a
regido de a-hélice do mondmero interage com a regiao central também de o-
hélice para formacéao dos trimeros (FORESTI et al., 2003).

A canavalina é uma globulina soluvel presente nos extratos de semente
de feijao-de-corda (Jack bean). E uma proteina muito similar estrutural e
bioquimicamente a faseolina. Excecbes sdao que a faseolina é glicosilada e
composta de trés subunidades altamente similares, enquanto a canavalina n&o
possui nenhum carboidrato e parece ser composta de somente um unico tipo
de polipeptideo (SMITH et al., 1982).

A canavalina € uma lectina de leguminosas, particularmente interessante
em sua arquitetura e fungao (KO et al.,, 1993). A proteina é o representante
classico da alta homologia da classe das proteinas de armazenamento, as
vicilinas das sementes de leguminosas (DERBYSHIRE et al., 1976; BEWLEY;
BLACK, 1978; DOYLE et al., 1986; GIBBS et al.,, 1989). As canavalinas
constituem a terceira maior fonte de proteinas na dieta, sendo de particular
importancia em paises em desenvolvimento que ndo séo supridos de proteina
animal (CREAMER et al., 1988). Assim, pesquisas sistematicas de aumento do
valor nutricional dessa proteina, através de mutagénese sitio-dirigida, tém sido
conduzidas (OXENDER; FOX, 1987). Além desse enfoque, destacam-se suas
numerosas aplicagdes bioldgicas, dentre as quais se incluem suas utilizagbes
na deteccao da estrutura e da dinamica de membranas celulares com tumores
e producdo de colunas de afinidade conA, a base de polissacarideos,
glicopeptideos ou glicoproteinas (BITTIGER; SCHNEBLI, 1976; CHATTERJEE;
MANDAL, 2003).

As canavalinas participam de varios processos de reconhecimento
bioldgicos, ligando-se especificamente a carboidratos de superficie celular e a
fatores soluveis provenientes de organismos envolvidos em infecgbes virais,
bacterianas, de micoplasmas, além de fatores de crescimento e diferenciacao
celular (LIENER et al., 1986; SHARON; LIS, 1998; CHATTERJEE; MANDAL,
2003). As lectinas de plantas sdo o sistema-modelo para o estudo das bases
moleculares para o fenbmeno de reconhecimento por causa de sua ampla

distribuicao e facil isolamento (SHARON, 1993) e por exibir ampla variedade de
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especificidade por carboidratos, apesar da alta conservacdo de sequéncia
(SHARON; LIS, 1990).

As globulinas soluveis presentes no extrato de sementes de Canavalia
ensiformis s&o representadas pela canavalina, ConA (concanavalina A), Con B
(concanavalina B) e urease (SUMER, 1919). Todas ja foram cristalizadas e
analisadas por difragdo de raios X (SUMER, 1919, 1926; SUMER; HOWEL,
1936).

O monbmero de lectina é constituido de trés folhas 3 antiparalelas: seis
folhas proximas planares ditas folhas “back”, sete folhas céncavas ditas folhas
“front” e cinco folhas formando um “telhado” sobre as outras duas. Esta
arquitetura dobrada “jelly roll” do monémero da canavalina é essencialmente
conservada na familia de lectinas de leguminosas (LORIS et al., 1998).
Entretanto, as canavalinas sao proteinas oligoméricas formando estruturas de
dimero ou tetramero. As estruturas tetraméricas podem ser descritas como
“‘dimeros de dimeros”, denominadas “dimero candnico”, que sao caracterizadas
por 12 folhas f, resultando no alinhamento lado a lado antiparalelo de seis
folhas B “back” duplicadas. Dois dimeros canbnicos semelhantes associam-se
a parte central das suas folhas “back” de maneira perpendicular para formar o
tetramero. Recentes dados estruturais demonstraram que ha uma unidade
monomeérica essencialmente conservada que pode se oligomerizar (LORIS et
al., 1998), e as lectinas frequentemente diferem nas suas estruturas
quaternarias, principalmente entre as lectinas tetraméricas de leguminosas,
como a canavalina, as aglutininas de amendoim e as aglutininas de soja
(CHATTERJEE et al., 2003).

A proteina B-conglicinina é uma proteina de armazenamento dominante
das sementes de soja, sendo a mais atrativa fonte alimentar encontrada nas
plantas (FRIEDMAN; BRANDON, 2001; MARUYAMA et al., 2001, 2002). Exibe
um efeito hipocolesterolémico (CARROLL; KUROWSKA, 1995; SIRTORI et al.,
1995) e possui boas propriedades nutricionais e fisico-quimicas (como
formacgao de géis e habilidades emulsificantes requeridas para as industrias
alimenticias) (UTSUMI 1992; UTSUMI et al., 1997). As proteinas presentes nas
sementes de soja sao representadas por dois componentes: a [-conglicinina
(vicilin-like) e as glicininas (legumin-like), que correspondem a
aproximadamente 30 e 40% do total das proteinas dessa semente,

respectivamente, sendo esses dois componentes responsaveis pelas
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propriedades nutricionais, fisico-quimicas e fisioldgicas das proteinas de soja
(UTSUMI, 1992; UTSUMI et al., 1997; MARUYAMA et al., 2001).

A B-conglicinina possui uma estrutura trimérica analoga as outras
globulinas 7S, faseolina e canavalina (SHEWRY et al., 1995; UTSUMI et al.,
1997), em que as subunidades do trimero sdo compostas por dois dominios
similares. Cada dominio é composto de um ( barril seguido por uma regido de
a hélice, representados pelo modelo canénico (LAWRENCE et al.,, 1994). O
trimero possui massa molecular de 150-200 kDa, com trés unidades
identificadas: o, o’ e B (THANH; SHIBASAKI, 1978) com massas moleculares
variando entre 58-77, 58-83 e 42-53, respectivamente. Juntas, essas
subunidades formam sete heterotrimeros com combinacbes ao acaso, como
também trés homotrimeros (MARUYAMA et al., 2004). As regides do nucleo
sdo altamente homdlogas entre as trés subunidades, e as subunidades a e o’
possuem regides de extensdo no N-terminal, compostas de 125 e 141 residuos
de aminoacidos, respectivamente. Outra diferenga entre as subunidades
consiste na organizagdo dos carboidratos, em que dois grupamentos estédo
ligados as subunidades a e o, enquanto somente um grupamento se encontra
unido a subunidade B. As regides do nucleo das trés subunidades exibem alta
homologia umas com as outras (90,4% entre o e o’, 76,2% entre a. e B e 75,5%
entre o’ e B) (MARUYAMA et al., 1998, 2004). As regides de extensdo no N-
terminal das subunidades o e o’ exibem baixa homologia (57,3%) e alta
propriedade acidica (MARUYAMA et al., 1998).

Muitas espécies moleculares da [-conglicinina contendo diferentes
composi¢cdes das subunidades, incluindo homo ou heterotrimeros, estdo
presentes nas sementes de soja (THANH; SHIBASAKI, 1976, 1978). As
subunidades individuais diferem quanto as propriedades fisioldgicas, fisico-
quimicas e alergénicas. Por exemplo, a estabilidade térmica é uma das
propriedades relevantes relacionadas ao processamento de alimentos, sendo
conferida pelas regides do nucleo da proteina B-conglicinina, as quais sdo em
magnitude B> o’ >a (MARUYAMA et al.,, 1998). Além disso, somente a
subunidade o’ da B-conglicinina contribui para a auto-regulagéo dos receptores
de lipoproteina de baixa densidade (efeito hipocolesterolémico) (SIRTORI et
al., 1995; LOVATI et al., 1998), e somente a subunidade o da pB-conglicinina foi

identificada por ter uma reatividade com o soro de pacientes sensiveis a soja.



1.2. Transporte de sacarose

O entendimento do processo pelo qual as plantas usam suas proteinas
de armazenamento durante o crescimento e desenvolvimento da plantula é de
suma importancia por ser este um processo vital, sem o qual as plantas nao
podem se propagar (DOYLE et al.,, 1986). Para permitir o desenvolvimento e
maturagdo, as plantas fixam carbono da atmosfera como carboidratos
metabolizados (ALDAPE et al., 2003).

Nas plantas superiores, a sacarose € a forma predominantemente de
fotoassimilados (carbono reduzido), que s&o transportados das folhas maduras
(tecidos-fonte) para os tecidos-dreno, como sementes, brotos, flores, 6rgéos
reprodutivos e raizes, via sistema vascular, durante a fotossintese (FROMMER;
SONNEWALD, 1995; STITT, 1996; LALONDE et al., 1999; CONTIM et al., 2003).
A proteina carreadora responsavel por esse transporte € bastante especifica para
a sacarose e € denominada Suc (GRIMES et al., 1992; RIPP et al., 1998).

Proteinas que especificamente se ligam a carboidratos podem depender
do arranjo espacial dos grupos hidroxila para a especificidade do substrato. O
reconhecimento de um grupo hidroxila particular pode ocorrer por pontes de
hidrogénio entre sitios da cadeia de aminoacidos ou oxigénio da amida no
polipeptideo. Alternativamente, estereoisbmeros podem ser discriminados por
requerimento da auséncia da hidroxila em uma posi¢cao do centro quiral.

Muitos acucares tém a area de superficie livre de hidroxilas ou possuem
os grupos hidroxilas intramolecularmente ligados ao hidrogénio e sdo, portanto,
hidrofébicos em carater. Se ha um nucleo hidrofébico, em um sitio de ligagéo
carboidrato-proteina, equilibrando a superficie hidrofdbica, isso pode eliminar
as estereoconfiguragdes incompativeis e opostas. Hitz e colaboradores (1986)
produziram uma série de derivados de sacarose (CARD; HITZ, 1984; CARD et
al., 1986) e testaram a ligagdo desses substratos alternativamente e varios
fenilglicosideos com a proteina carreadora de sacarose isolada de protoplastos
de sementes de soja em desenvolvimento. Foi verificado que o transporte de
substratos analogos a sacarose pode indicar que grande porgdao de
reconhecimento do substrato ocorre mediante a proteina carreadora, por meio
de interacbes hidrofobicas da sacarose com o sitio de ligacdo da proteina,

através de pontes de hidrogénio com um pequeno numero de hidroxilas.



O transporte de sacarose célula a célula ocorre diretamente via
plasmodesma (transporte simplastico) ou através da membrana plasmatica
mediado por proteinas carreadoras (transporte apoplastico) (LEMOINE, 2000;
WILLIAMS et al., 2000). Transportadores de sacarose (SUT) desempenham
papel central na translocacdo de sacarose. Membros da familia SUT séao
caracterizados pela presenga de 12 dominios de transmembrana arranjados
em dois grupos com uma configuragéo de 6 a-hélices cada um, separados por
um "loop" citoplasmatico (MARGER et al., 1993; WILLIAMS et al., 2000). Os
membros dessa familia SUT sdo altamente substrato-especificos, sendo a
maltose (um dimero de glicose) o uUnico agucar que compete com a sacarose
pelo sitio de ligagao ativo de muitos transportadores de sacarose (LEMOINE et
al., 1999; WILLIAMS et al., 2000). Muitos desses transportadores tém mostrado
mediar o transporte de sacarose através de um mecanismo de transporte
acoplado a protons (CONTIM et al.,, 2003). A proteina SUT 1 tem sido descrita
como forga préton-motora que direciona o simporte de sacarose. E um
transportador de alta afinidade que medeia o carregamento do floema e o
transporte a longa distancia, um passo essencial para a localizagdo de
assimilados em muitas plantas (RIESMEIER et al., 1992; BURKLE et al., 1998).
A SUT 4, o segundo membro dessa familia de transportadores de sacarose,
corresponde a um componente saturado com baixa afinidade/alta capacidade
de assimilar a sacarose encontrada nas folhas (WEISE et al., 2000). O terceiro
membro dessa familia tem sido designado como SUT 2 (BARKER et al., 2000).
A proteina SUT 2 localiza-se, juntamente com os transportadores de sacarose
de alta e baixa afinidades, nos elementos de seiva. SUT 2 ndo desempenha
atividade de transporte, e tem-se acreditado que age como um sensor que
controla o fluxo de sacarose contra a membrana plasmatica dos elementos de
seiva por regulagao da expressao e atividade de SUT 1 e SUT 4 (BARKER et
al., 2000). Embora a familia completa dos genes transportadores de sacarose
de dada espécie nao tenha sido identificada, os transportadores de sacarose
fazem parte de uma grande familia génica, com pelo menos sete sequéncias
distintas que codificam para potenciais transportadores de sacarose e estio
presentes no genoma de Arabidopsis thaliana (WILLIAMS et al., 2000; ELMER
et al., 2003).



Estudos anteriores, com o intuito de identificar transportadores de
sacarose, resultaram na identificagdo de uma proteina de ligagdo a sacarose
(sucrose binding protein), S64, presente em cotilédones de soja (RIPP et al.,
1988).

1.3. Proteina S64

Apesar da falta de similaridade entre S64 e outras proteinas de
transporte de membrana, foi demonstrado que S64 esta envolvida em
processos fisiologicos dependentes da translocagdo de sacarose em plantas
(RIPP et al., 1988), e varias evidéncias tém indicado que a proteina S64 é um
componente do sistema de transporte de baixa afinidade em plantas
(PIROVANI et al., 2002). A proteina S64 esta localizada na membrana
plasmatica de células que sao ativamente engajadas no transporte de
sacarose, como as células do mesodfilo de folhas jovens, as células
companheiras do floema maduro e as células dos cotilédones em
diferenciagdo (GRIMES et al., 1992; OVERVOORDE; GRIMES, 1994).
Evidéncias diretas de S64 no transporte de sacarose foram obtidas com
estudos de complementagdo, usando uma linhagem de levedura mutante
deficiente em secretar a invertase, incapaz de crescer em meios contendo a
sacarose como Uunica fonte de carbono (OVERVOORDE et al., 1996;
PIROVANI et al., 2002). A S64 mediou o transporte de sacarose em leveduras,
em concentracbes de sacarose acima de 30 mM, sendo relativamente
insensivel ao gradiente de pH na membrana (OVERVOORDE; GRIMES, 1994;
OVERVOORDE et al., 1996). Entretanto, esses dados nao permitem conciliar a
aparente inconsisténcia que existe na auséncia de um motivo estrutural
transportador tipico de proteinas de membrana em S64 (CONTIM et al., 2003).

Analises do cDNA codificando S64 e sua deduzida sequéncia de
aminoacidos indicaram que S64 contém um unico dominio hidrofébico no seu
N-terminal, sendo uma proteina hidrofilica que ndo possui os segmentos
hidrofébicos de membrana tipicamente presentes em proteinas de transporte
(GRIMES et al.,, 1992). Analises bioquimicas da topologia de S64
demonstraram que ela ¢é fortemente associada com folhetos externos da
membrana plasmatica (OVERVOORDE; GRIMES, 1994).



Estudos de repressao de S64 em plantas de tabaco mostraram alguns
dos fendtipos tipicos causados pela inibicdo de translocagdo de sacarose
(RIESMEIER et al., 1994; KUHN et al., 1996), como acumulo de carboidratos
nas folhas-fonte, inibicdo de fotossintese e crescimento atrofiado (PEDRA et
al., 2000). Os niveis de S64 em linhagens de plantas transgénicas foram
manipulados e correlacionaram-se com a eficiéncia do transporte de sacarose
radioativo pelas células e alteragdo das atividades de clivagem da sacarose
nos metabdlitos de maneira compensatdria. De fato, o acumulo aumentado de
S64 causou aumento na atividade da sintase de sacarose intracelular com um
concomitante declinio na atividade de invertase na parede celular (DELU-
FILHO et al., 2000).

Homodlogos dos genes de S64 foram isolados de ervilha (numero de
acesso no GeneBank™ Y11207) e Vicia faba (numero de acesso no
GeneBank™ VFA292221). Em espinafre, um homdlogo de S64 foi
imunolocalizado na membrana plasmatica dos elementos de seiva em folhas
completamente expandidas, brotos e raizes (WARMBRODT et al., 1991), e um
homologo de S64 foi detectado na fragdo microssomal de folhas jovens de
Nicotiana tabacum (PEDRA et al.,, 2000). Em soja, trés genes S64 foram
identificados, sendo que o primeiro, GmS641, codifica uma proteina de 62 kDa
localizada primariamente na membrana plasmatica das células companheiras
(GRIMES et al., 1992), e os outros dois parecem constituir formas alélicas da
isoforma S64, designada S64 ou SBP2 (PIROVANI et al., 2002; CONTIM et al.,
2003), doravante nomeada neste trabalho como S64 recombinante ou
renaturada.

A proteina S64 é um membro da familia cupin, que inclui outras

proteinas de armazenamento de plantas superiores (BAUMLEIN et al., 1995).

1.4. Familia CUPIN

A superfamilia de proteinas cupin inclui proteinas diversas
funcionalmente, evoluindo de bactérias e arqueobactérias para eucariotos,
incluindo animais e plantas superiores (DUNWELL, 1998; DUNWELL; GANE,
1998). Desde pequenas enzimas, encontradas em microrganismos termdfilos

primitivos, até proteinas de plantas de grande valor medicinal e proteinas de



armazenamento em sementes, que compreendem a maior parte da dieta
humana, fazem parte dessa superfamilia (DUNWELL et al., 2000). O termo
cupin (do latim “cupa”, pequeno barril) (DUNWELL, 1998) foi designado para
um dominio estrutural identificado em uma superfamilia de proteinas
procarioticas e eucariéticas que incluem varias enzimas, como também fatores
que se ligam a agucares e outros componentes (DUNWELL, 1998; DUNWELL;
GANE, 1998). Essa superfamilia também inclui muitas proteinas de
armazenamento de plantas superiores (BAUMLEIN et al., 1995), como
faseolina, canavalina, p-conglicinina e S64/SBP. A estrutura tridimensional
dessas proteinas (KO et al., 1993; LAWRENCE et al., 1994), especificamente
faseolina (LAWRENCE et al., 1994) e canavalina (KO et al., 1993), forneceu a
base para a geragdo de um modelo por homologia (GANE et al.,, 1998) e
permitiu o modelamento molecular da proteina germina do trigo (GANE et al.,
1998) e uma nao usual proteina de resisténcia a protease com atividade de
oxidase oxalato (LANE et al., 1993), bem como as predigbes da estrutura da
familia cupin (ALLEN et al., 1985).

As proteinas faseolina e canavalina sdo muito semelhantes
estruturalmente, e essa semelhanca permitiu a formagdo de um modelo
tridimensional canbnico para as proteinas vicilin-like pertencentes a familia
cupin. Essas proteinas séo triméricas, e cada monémero consiste de dois
dominios estruturalmente similares, refletindo uma duplicacdo em série
observada nos nucleotideos e na sequéncia de aminoacidos. Esses dominios
em série sdo compostos por dois elementos estruturais: oito folnas em B barril,
tendo uma topologia “swiss roll” e um "loop" estendido contendo varias o
hélices curtas. Os trimeros sdo formados pela sobreposicdo da superficie
hidrofdbica composta de cadeias laterais de um lado do dominio N-terminal e
uma superficie hidrofébica complementar no dominio C-terminal de monémeros
vizinhos. Essas interagcbes intramoleculares sao estabilizadas por varias pontes
salinas (OVERVOORDE et al.,, 1997). O alto grau de conservagao estrutural
entre essas proteinas é o resultado de varias forcas evolucionarias, incluindo
interacbes das subunidades que sao requeridas para montagem da

holoproteina, empacotamento dessas holoproteinas dentro de corpos protéicos,
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tolerancia a dessecacao, tipo de caminho secret6rio e condigbes gerais para
estabilidade e solubilidade (BLAGROVE et al., 1984; DOYLE et al., 1986).

A caracteristica do dominio cupin compreende duas sequéncias
conservadas denominadas motivos (DUNWELL; GANE, 1998), um deles
corresponde as fitas C e D, e o outro motivo corresponde as fitas G e H (Figura
1). Essas sequéncias estdo bem caracterizados na proteina de
armazenamento de feijdo, a faseolina (LAWRENCE et al., 1994). Entre esses
dois motivos, ha uma regido com as fitas E e F que, usualmente, contém
histidina, variando de 15 residuos em algumas enzimas bacterianas para mais
de 54 residuos em algumas proteinas de armazenamento. O numero exato de
residuos € uma caracteristica diagnostica de cada subclasse de proteinas. A
outra caracteristica diagndstica sdo os possiveis arranjos das proteinas
pertencentes a essa superfamilia cupin, os quais compreendem de um a oito
dominios, como nas proteinas germin-like (MEMBRE et al., 1997; CARTER et
al., 1999) ou uma estrutura com dois dominios ou dominio duplicado,
encontrada inicialmente nas proteinas de armazenamento, podendo ser
consideradas como parte de uma pressao evolucionaria de um unico dominio,
o precursor eucariotico (BAUMLEIN et al., 1995).

A grande maioria das proteinas pertencentes a familia cupin contém
somente um dominio conservado no nucleo da proteina. As varias subclasses
podem ser categorizadas ndo somente com base no intermotivo variavel desse
dominio, mas também com base em residuos conservados especificos dentro
de cada motivo e, em menor extensdo, dentro da regido intermotivo. Em muitos
casos, o primeiro motivo compreende 20 a 21 residuos, e o segundo tem 16
residuos. O espagcamento minimo intermotivo encontrado nas cupin sdo 15
residuos, que incluem as fitas E e F e o loop entre esses padrbes, encontrado
em fosfomanose isomerase. As proteinas de armazenamento de sementes
com dois dominios cupin sdo essencialmente encontradas em proteinas de
armazenamento em sementes, como a canavalina e a faseolina. Muitas
proteinas de armazenamento ou apresentam falta de qualquer um dos residuos
de histidina conservados ou contém uma unica histidina conservada no motivo
1. Assim, essas proteinas ndo se ligam a metais e ndo apresentam nenhuma
atividade enzimatica (DUNWELL et al., 2000).
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Figura 1 — Mdltiplo alinhamento de proteinas representantes da familia cupin. O
alinhamento mostra os dois motivos conservados (em amarelo) e os
residuos altamente conservados em vermelho. O motivo 1
corresponde as fitas C e D e o motivo 2, as fitas G e H. O
espagamento intermotivos variavel de 15 a 54 aminoacidos esta
representado. Os residuos conservados nas fitas E e F estdo
mostrados em cinza. Em todos os casos, as sequéncias sao
continuas, e o espagcamento foi inserido somente para alinhar os
dois motivos. O organismo-padrdo e o numero no genBank (gi)
identificado das duas sequéncias sao: 1, Desulfurococcus sp.
(1545809); 2, Pyrococcus horikoshii (3256943); 3, Methanococcus
jannaschii (2128971); 4, Methanobacterium thermoautotrophicum
(2621410); 5, Haloferax sp. Linhagem D1227 (3293533b); 6,
Streptomyces coelicolor (5457273); 7, Streptococcus pyogenes
(contig 7); 8, S. pyogenes (contig 112); 9, Mycobacterium
tubeculosis (2104394); 10, Pseudomonas aeruginosa (3510759); 11,
P. horikoshii (3131181); 12, Synechococcus sp. (79640); 13,
Rhizobium sp. (2499713); 14, S. coelicolor (4467248); 15, S.
halstedii (730725); 16, Bacillus subtilis (2636545a); 17, Aquifex
aeolocus (2984227); 18, B. subtilis (2636545b); 19, A. aeolicus
(2983162); 20, Escherichia coli (116101); 21, Enterobacter
aerogenes (1572541); 22, P. horikoshii (3256432); 23, M. jannaschii
(2833572); 24, Pseudomonas sp. Linhagem U2 (4220433a); 25,
Sphingomonas sp. Linhagem RWS5 (3550667a); 26, Arabidopsis
thaliana 91169199); 27, Haloferax sp. Linhagem D1227 (3293534a);
28, Nocardioides sp. (2588983a); 29, Erwinia chrysanthemi
(1772621); 30, Canavalia ensiformis 917977a); 31, Posum sativum
(2765097a); 32, Glycine max (548900a); 33, Matteucica
struthiopteris (1019792a); 34, Arachis hypogaya (1168390a); 35, A.
aeolicus (2984230); 36, P.aeruginosa (contig 54); 37, B. subtilis
(2633733); 38, Oryza sativa (2952338); 39, H.sapiens (3201599); 40,
A. thaliana (2739365); 41, Ostertagia ostertagi (2996183); 42,
Candida albicans (Con4-2749); 43, Saccharomyces cerevisae
(2997115); 44, Caenorhabditis elegans (3877049); 45, Collybia
velutopes (1604990a); 46, B. subtillis (2634260a); 47, Synechocystis
linhagem PCC6803 (1652630a); 48, Pyrococcus horikoshii
(3258400); 49, Synechocystis linhagem PCC6803 (1652630b); 50,
B. subtillis (2634260b); 51, C. velutipes (1604990b); 52, Pinus
caribara (274548); 53, Phsarum polycephalum (134860); 54, M.
struthiopteris (1019792b); 55, Triticum arstivum (121129); 56, B.
subtillis (2635598); 57, A. thaliana (461453); 58, Phaseolus vulgaris
(230247a); 59, P. vulgaris (230247b); 60, Synechocystis PCC6803
(1653678); 61, Canavalia gladiata (18007b); 62, P. sativum
(2765097b); 63, G. max (548900b); 64, E. coli (1787373); 65,
Haemophilus influenzae (1175655); 66, C. elegans (2047349); 67, A.
hypogaea (1168390b); e 68, B. subtilis (2636534). Os numeros (de 1
a 68) seguidos das letras (a, b ou e) referem-se ao organismo como
arqueo, eubactéria ou eucarioto, respectivamente. Os sufixos a e b
nas identificagbes gi identificados acima se referem ao primeiro ou
segundo dominio na sequéncia bicupin.
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Predicbes da estrutura secundaria e multiplos alinhamentos de
sequéncia de aminoacidos (ARGOS et al., 1985) sugerem que similaridades
estruturais existem entre as globulinas de armazenamento de sementes de
soja, vicilin-like — as B-conglicininas e legumin-like — as glicininas, com
coeficiente de sedimentagdo 7 S e 11 S, respectivamente. O trimero, que é o
formador da subunidade precursora da globulina 11 S (MUNTZ et al., 1993;
NIELSEN et al., 1995), bem como parte da molécula trimérica da holoproteina
madura hexamérica 11 S, aparenta ser estruturalmente similar a molécula
trimérica de globulina 7 S (DICKINSON et al., 1989). Analise de cristalografia
de raios X de globulinas 7 S, como a canavalina (KO et al., 1993) e a faseolina
(LAWRENCE et al., 1990, 1994), revelou que suas subunidades s&o
compostas de dois dominios similares, propondo um modelo candnico para a
estrutura das globulinas 7 S (LAWRENCE et al., 1994). Diferentes métodos de
alinhamento de sequéncias tém sido explorados para comparar os dominios
das subunidades das globulinas 7 S com correspondentes regides das
subunidades das globulinas 11 S, indicando que dominios similares no N- e no
C-terminal podem existir nas globulinas de armazenamento legumin-like
(LAWRENCE et al., 1994; SHUTOV et al., 1995). Essas observacgdes
evidenciam que todos os quatro dominios estruturais, dois dominios 11 S e
dois dominios das subunidades da globulina 7 S, sdo similares e podem ter
evoluido de um unico ancestral comum (SHUTOV et al., 1995). Esse modelo
de evolugao das proteinas de armazenamento é suportado por similaridades de
dominios das globulinas de armazenamento, as proteinas germinas, envolvidas
nos processos de dessecacao/hidratacdo em sementes de plantas, e as
esperulinas de esporos de fungos (BAUMLEIN et al., 1995). De acordo com
esse modelo (SHUTOV et al., 1995), baseado nas globulinas de
armazenamento de sementes, a sequéncia dos elementos upstream no 3 barril
no dominio N-terminal e os elementos ligando os dominios N e o C terminal
podem ter evoluido de um segmento no N-terminal de um ancestral comum de
um unico dominio legumin/vicilin-like. Similaridades estruturais entre essas
duas globulinas foram propostas com base no padréo de protedlise limitada da
glicinina e da B conglicinina (KAMATA et al., 1982; SHUTQV et al., 1996).
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Cupins sao encontradas em uma ampla gama de tipos celulares e
possuem ampla variedade de fungdes bioquimicas, incluindo varias atividades
enzimaticas relacionadas a sintese da parede celular, particularmente em
reacdes envolvendo modificagdes de acucares. Isso aparentemente pode ter
uma associagao consistente com reposta a estresses tanto em eucariotos
quanto em procariotos. Em plantas superiores, essa associacdo com tolerancia
a dessecacdo (BAUMLEIN et al., 1995) é exemplificada pelas proteinas de
armazenamento de sementes. Muitas dessas proteinas sao apoplasticas e
associadas com resposta a estresses bidticos e abidticos, sendo, entretanto, de
interesse primario para doencgas de plantas visando a melhoria das culturas
sobre condigdes limitantes. A resolugdo de membros da familia cupin em nivel
atdmico (LAWRENCE et al., 1994; NAKAGAWA et al., 1998; WOO et al., 1998)
podera confirmar a exata significancia dos residuos no sitio ativo e aqueles que
conferirdo a integridade molecular sob extremos de temperatura na presenca
de agentes quimicos destrutivos. Tais informagdes poderdo fornecer valores
em potencial, aplicados na agricultura, medicina ou projetos ambientais, como
também em projetos nutricionais que visam melhorar a qualidade das proteinas
de semente.

Este trabalho teve como objetivos caracterizar a proteina S64
recombinante através de procedimentos envolvendo a analise comparativa
deduzida da sequéncia de aminoacidos da proteina S64; expressar a proteina
S64 em Escherichia coli; e efetuar a purificacdo e renaturagdo, com
consequente realizacdo de técnicas espectroscopicas, como dicroismo circular

e fluorescéncia, e de espalhamento dinamico de luz.
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2. MATERIAL E METODOS

A purificagcdo e a renaturacdo da proteina S64 recombinante foram
realizadas no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO)
da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG, e os demais experimentos
foram realizados no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em

Campinas, SP.

2.1. Reagentes

Triptona, extrato de levedura, glicerol, KH,PO4, Ky;HPO4, Tris-base,
ampicilina, lactose, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), sulfato de streptomicina,
NaH,PO., cloreto de sdédio (NaCl), imidazol, uréia, resina de nitrito tetracetato
(Ni**NTA), ditiotreitol (DTT), detergente nao-idnico (NP40), glicerol, cloreto de
magnésio (MgCl,), sacarose, hidrocloreto de guanidina (Gdn-HCI), 8-anilino-1-
naftaleno sulfonato de sodio (ANS), 4-4’-dianilino-1-1’-binaftil-5-5’-dissulfonato de
potassio (Bis-ANS), citrato de sddio, acetato de sédio, cacodilato de sodio, 4-(2-
hidroxi-etil)-1-piperazine acido etanossulfénicico (HEPES-Na), Tris-HCI, (3-
ciclohexilamino)-1-acido propanossulfénico (CAPS-Na), cloreto de césio (CsCl),
acrilamida, iodeto de potasio (Kl), guanidina tri-fosfato (GTP), duodecil sulfato de
sédio (SDS), -mercaptoetanol, azul-de-bromofenol, isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG), meio LB, Tris-HCI, acido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA), lisozima, triton X-100, NayPOg4, imidazol, tiouréia, bezamidina,
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glutationa oxidada e glutationa reduzida. Todos os reagentes utilizados foram de
alta qualidade e adquiridos de empresas como SIGMA, MERCK, GIBCO,
QIAGEN e outras.

2.2. Inducéo da proteina recombinante

Para obtengao da proteina S64 recombinante, contendo uma cauda de

histidina (His6) na extremidade amino terminal, a linhagem de Escherichia coli

BL21 (DE3), [F ompT hsdSg(rg mg ) gal dcm (DE3)], foi transformada com o
plasmideo pUFV120 (PIROVANI et al., 2002) contendo o cDNA do gene que
codifica para a proteina S64 sem o peptideo sinal.

Com a finalidade de obter a proteina S64 recombinante pura para os
ensaios de cristalografia, uma colbénia isolada das cepas para expressao foi
inoculada num tubo de ensaio com 5 mL de meio de cultura TB (triptona
12 g L, extrato de levedura 24 g L, glicerol 4 mL L', KH,P040,17 M, K.HPO,
0,72 M), contendo o antibiético ampicilina 50 mg L™". As células foram crescidas
a 30 °C e 200 RPM, por seis horas, aproximadamente. Em seguida, o pré-
in6culo foi transferido para um erlenmeyer com 500 mL do mesmo meio de
cultura, contendo ampicilina 50 mg L™ e lactose 10 mM, mantido a 30 °C e 200
RPM durante a noite (cerca de 16 horas).

As células foram coletadas por centrifugacdo (10.000 x g durante 10
minutos a 4 °C) e, em seguida, ressuspendidas em 5 mL de tampdo A
(NaH,PO4 0,1 M, Tris-base 0,01 M e uréia 8 M, a pH 8,0) contendo PMSF
2 mM. As bactérias foram lisadas por sonicagcdo em um sonicador “Sonics
Vibra-cell” com trés pulsos de 30 segundos, com uma amplitude de 40%. O
DNA foi precipitado com sulfato de estreptomicina 2% (p/v) (30 minutos a 4 °C).
O lisado bacteriano foi centrifugado a 43.000 x g durante uma horaa 4 °C, e o
sobrenadante contendo a proteina recombinante fusionada a uma cauda de
histidinas foi utilizado nos processos de purificagdo para posteriores ensaios
cristalograficos.

Adicionalmente, visando caracterizar bioquimicamente a proteina S64
recombinante, a inducao da sintese da proteina recombinante foi realizada com

IPTG 0,4 mM, em 10 L de meio de cultura, e conduzida conforme as
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recomendagdes do pET System Manual (NOVAGEN). As células de E. coli
transformadas com o cDNA da S64 recombinante sem o peptideo sinal foram
crescidas a 30 °C e 180 RPM, em meio LB contendo ampicilina 100 mg L™, até
atingirem Agoo de 0,4 a 0,6, quando foram, entdo, submetidas a indugdo com
IPTG 0,4 mmol L'1, por quatro horas. Como controle, utilizou-se a estirpe de E.
coli BL21(DE3) ndo transformada. Para a extragdo das proteinas totais, 1 mL
das células induzidas e n&o-induzidas foi centrifugado a 5.000 x g a 4 °C, e
4 mL foram centrifugados nas mesmas condigdes, para obtengdo dos extratos
protéicos soluvel e insoluvel, sendo a proteina recombinante purificada da

fracao insoluvel.

2.2.1. Obtencao dos extratos de proteinas totais, sollUveis e insolUveis

Para obtengdo das fragbes protéicas totais, foi centrifagado 1 mL da
cultura de células a 10.000 x g/1 min/4 °C, sendo o sobrenadante descartado e
secado por inversdo. As células foram ressuspendidas em 100 uL de PBS
(NazHPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM e pH 7,4) e
100 pL do tampéo de amostra (Tris-HCI 62,5 mM, 2% de SDS, 10% (v/v) de
glicerol, 5% (v/v) de B-mercaptoetanol e 0,001% de azul-de-bromofenol) com
SDS (concentrado duas vezes). Posteriormente, as amostras foram sonicadas
sobre 0 gelo em um equipamento Ultrassonic Homogenizer 4710 Series (COLE
PARMER), com amplitude entre 60 e 80, timer (zero) e Pulser (>6), por quatro
tempos. Esses extratos de proteinas totais foram, entdo, aquecidos por trés
minutos a 100 °C, para desnaturar as proteinas, e posteriormente foram
aplicados 30 pL no gel de poliacrilamida 12%, sendo revelados com Comassie
Brilliant Blue.

Para a obtencdo das fragdes soluvel e insoluvel, 4 mL de células foram
centrifugados a 6.500 x g/15 minutos/4 °C, sendo o sobrenadante descartado e
o pellet, secado por inversao. O pellet foi ressuspendido em 500 uL de tampéo
de extracdo (Tris-HCI 50 mmol L™ pH 8,0, EDTA 2 mmol L™), no vortex, e
deixado no gelo. Foram adicionados aos 500 uL de suspensao de células
lisozima 1 mg mL™" e Triton X-100 0,1% (v/v), incubando-se a 30 °C por 15
minutos. Posteriormente, o lisado foi transferido para o gelo, ultrassonicado

quatro tempos e centrifugado a 12.000 x g/15 minutos/4 °C. O sobrenadante foi
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transferido para outro microtubo (fragao soluvel). O pellet foi ressuspendido em
100 uL do tampao de amostra do gel desnaturante, SDS 1X, conforme descrito
no pET System Manual (NOVAGEN), representando, entdo, a fragao insoluvel.
Todas as fragOes obtidas foram analisadas por SDS-PAGE, na presenga de f3-

mercaptoetanol, como descrito por Laemmli (1970).

2.2.2. Purificacéo da proteina recombinante

Nos ensaios de cristalografia, a purificacdo da proteina S64
recombinante foi feita por cromatografia de afinidade em coluna com metal
imobilizado (IMAC), sendo niquel o metal utilizado. Esse processo ocorreu num
equipamento FPLC AKTA (Amesham Pharmacia Biotech).

Nessa purificagdo, utilizadou-se uma coluna Chelating Superose
(Pharmacia), contendo 10 mL de resina NTA, que foi carregada com 50 mM de
NiSO4 para uso. A coluna foi equilibrada com tampéo A (NaH>PO4 0,1 M, Tris-
base 0,01 M e uréia 8 M, a pH 8,0) e, apds a injegao do extrato bacteriano, a
coluna foi lavada com o tampao de eluigdo (NaH,PO4 0,1 M, Tris-base 0,01 M e
uréia 8 M, a pH 8,0), contendo um gradiente descontinuo de concentragdes
crescentes de imidazol (10, 20, 30, 50 e 100%, correspondentes as
concentragdes de 50, 100, 150, 250 e 500 mM, respectivamente). A eluicao foi
monitorada por meio de um detector de UV a 280 nm.

As fragbes coletadas foram analisadas em géis de poliacrilamida, em
condicdes desnaturantes. A proteina foi eluida da coluna com concentracao de
imidazol de 30 e 50%, concentrada e equilibrada em tampao Tris-HCI, 10 mM,
a pH 8,0, usando-se filtros Amicon® Ultra-15, de acordo com as instrugcdes do
fabricante.

Paralelamente, com o intuito da caracterizagdo bioquimica, a proteina
S64 recombinante foi purificada em resina Ni?*NTA (Qiagen). A cultura de
células crescidas foi centrifugada a 20.000 x g por 15 minutos e o precipitado,
ressuspendido em 5 mL do tampao de lise desnaturante (Na,PO, 50 mmol L
pH 7,9, Tris 10 mM, imidazol 10 mmol L, NaCl 0,3 mol L, 8 M uréia)
acrescido de lisozima, 1 mM, PMSF 1 mM, tiouréia e bezamidina.

O rompimento das células ocorreu mecanicamente por ultra-sonicagcao

em Ultrassonic Homogenizer 4710 Series (COLE PARMER), com os padroes
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de pulser 5, amplitude 60/80, por 15 segundos, seguidos de centrifugagédo a
39.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a purificagao da
proteina recombinante por batelada, seguindo-se basicamente as
recomendagdes do fabricante (Qiagen) para proteinas insoluveis em resina
Ni**NTA. Primeiramente, foram adicionados 500 pL da resina para cada litro de
cultura, sendo a resina previamente equilibrada com 500 uL do tampao de lise
desnaturante descrito acima. A ligagcado da proteina recombinante a resina foi
conduzida a 4 °C por duas horas em agitador rotatério. Apds esse periodo, o
sobrenadante foi retirado da resina por meio de centrifugacao em centrifuga
clinica a 6.000 x g por dois minutos, sendo a resina lavada cinco vezes com
10 mL de tamp&o de lavagem desnaturante (Na,PO4 50 mmol L™ pH 7,9, Tris
10 mM, imidazol 60 mmol L, NaCl 0,3 mol L' e 8 M uréia). A proteina foi
eluida com 500 pyL de tamp&o de eluicdo também desnaturante (Na;PO4
50 mmol L™ pH 7,9, Tris 10 mM, imidazol 250 mmol L™, NaCl 0,3 mol L e 8 M
uréia) durante uma hora a 4 °C, em agitador rotatério por duas vezes,

correspondentes a primeira e segunda eluicbes da proteina S64 recombinante.

2.2.3. Renaturacdo da proteina recombinante

A proteina S64 recombinante, purificada das duas formas e em condi¢des
desnaturantes, foi renaturada por dialise em membrana de 50 kDa contra 500
mL do tampdo HEPES 20 mM, pH 7,5, NaCl 250 mmol L MgCl, 2 mM,
glutationa oxidada 0,2 mM, glutationa reduzida 2 mM, glicerol 5% (v/v) e NP-40
0,1% (v/v), em concentragdes decrescentes de uréia (7 M a 0 M), em intervalos
de 1 M de uréia, por 45 minutos a 4 °C, para cada concentracdo de uréia. Apods a
renaturagao, a proteina foi dialisada contra Tris-HCL 0,5 mM, pH 7,5.

2.3. Espalhamento dinamico de luz

As medidas do espalhamento dindmico de luz foram realizadas com um
equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions Inc.). A concentragdo de
proteina utilizada foi de 0,56 mg mL", em um volume final de 60,0 uL. Antes
das medidas, a proteina foi centrifugada a 20.000 x g, durante uma hora a 4 °C.
Foram coletados dados durante duas horas, em intervalos de 10 segundos,
para permitir analise estatistica confiavel.
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2.4. Espectroscopia de absorcao

Os espectros de absorcdo foram obtidos utilizando um
espectrofotometro Beckman DU640, usando-se uma cubeta de quartzo de 1

cm de caminho optico.

2.4.1. Determinacéo da concentracdo de proteina S64 recombinante

A concentragdo de proteina foi determinada espectroscopicamente,

utilizando-se a Lei de Beer-Lambert:
A=¢cl

sendo A a absorcdo, ¢ o coeficiente de extingdo molar em M cm™, ¢ a

concentracéo da proteina em M e | o caminho éptico, em cm.

O coeficiente de extingdo molar a 280 nm é 32080 M" cm™ e foi
calculado com base no conteudo de triptofanos e tirosinas da proteina (GILL;
von HIPPEL, 1989). O calculo foi realizado utilizando-se o programa

ProtParam, acessivel em: <http://us.expasy.org/tools/protparam.html>.

2.4.2. Dicroismo circular

As medidas de dicroismo circular foram obtidas em um
espectropolarimetro Jasco, modelo J-810, equipado com um controlador de
temperatura Peltier-Type Control System PFD425S e um banho
termostatizado. Os espectros foram coletados, usando-se cubetas de 0,1 e 1
cm de caminho oOptico nas regides do UV-distante (180-250 nm) e do UV-
proximo (250-340 nm), respectivamente. A concentragdo de proteina foi de
0,12 e 1,6 mg mL", nas regides do UV-distante e do UV-préximo,
respectivamente. Os espectros sdo o resultado da média de quatro leituras
consecutivas. As medidas foram feitas em tampao Tris-HCI 10 mM a pH 8,0.
Os dados foram corrigidos pela contribuicdo do tampao e transformados em
elipticidade molar por residuo [0], usando-se um peso médio do residuo de 115
Da (ADLER et al., 1973).
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2.4.3. Desnaturacgao térmica

Os experimentos de desnaturacao térmica foram realizados aumentando
a temperatura de 20 até 95 °C. Coletaram-se espectros de dicroismo circular
na regidao do UV-distante (180-260 nm) a cada cinco graus, aguardando cinco

minutos para atingir o equilibrio antes de coletar cada espectro.

2.4.4. Estimativa da estrutura secundaria

O conteudo de estrutura secundaria da proteina foi estimado a partir dos
espectros de dicroismo circular na regidao do UV-distante, usando-se o
programa CDNN (CD Spectra Deconvolution) (BOHM et al., 1992). Esse
programa compara o espectro observado com um conjunto de proteinas de
estruturas conhecidas e ajusta o conteudo de estrutura secundaria até obter o
melhor ajuste. Também utiliza cinco componentes de estruturas secundarias

(a-hélice, folha-p antiparalela, folha-p paralela, voltas-§ e estrutura irregular).

2.5. Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um
espectrofluorimetro Aminco BOWMAN séries 2. As fendas de excitagdo e
emissao foram de 8 e 16 nm, respectivamente, sendo as medidas realizadas
com uma cubeta de quartzo de 0,5 x 1 cm. A temperatura da amostra foi
mantida constante a 25 °C, com um banho de agua circulante. Todas as
medidas foram conduzidas em tampao Tris-HCI 10 mM, a pH 8,0, sendo o
efeito de filtro interno minimizado usando-se amostras com absor¢gao menor de

0,05. Os espectros foram corrigidos pela contribuicdo do tampao.

2.5.1. Ligacéo a sacarose

A ligacado da proteina purificada a sacarose foi medida por dicroismo
circular e por fluorescéncia.

Espectros de dicroismo circular nas regides do UV-distante e do UV-
proximo foram medidos na auséncia e presenca de sacarose, sendo os dados

corrigidos pela diluicdo e transformados em elipticidade molar por residuo. A
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concentracdo de proteina usada foi de 0,12 mg mL" para UV-distante e
1,16 mg mL™" para UV-préoximo, em tampéo Tris-HCI 10 mM a pH 8,0.

O efeito de apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina induzido
pela ligacdo da sacarose foi utilizado para estimar a afinidade da ligagdo. A
concentracdo da proteina foi de 58 pg mL™ em tamp&o Tris-HCI 10 mM a pH
8,0. Adicionou-se sacarose (0-100 mM) a solugao da proteina, e o espectro de
emissao de fluorescéncia foi coletado. O comprimento de onda de excitagao foi
de 275 nm e a faixa do espectro coletado de 290, até 420 nm. Os dados foram
corrigidos pela contribuicdo do tampéao e pela diluicdo. O efeito de filtro interno
foi corrigido pelo método grafico de Mertens e Kagi (1979).

Os dados corrigidos foram ajustados a uma equagao hiperbdlica,
usando-se uma regressao nao-linear com o programa ORIGIN. Os calculos

foram realizados assumindo-se uma estequiometria 1:1.

Quiax [Sacarose]
Q= Kg + [Sacarose]

sendo Q o apagamento de fluorescéncia em cada concentragdo de sacarose,

Quiax 0 apagamento de fluorescéncia maximo e Ky a constante de dissociagéo.

2.6. Ligacao de GTP

Solugdes da proteina S64 renaturada (0,5 mg mL™") com concentragdes
conhecidas de GTP (10-200 uM) foram centrifugadas em tubos de policarbonato
(8 x 34 mm) de 0,5 mL, em um rotor TLA-120.1, na ultracentrifuga TL-120
(Beckman) a 627.000 x g (120.000 rpm), durante 10 horas a 20 °C. Depois da
centrifugacéo, a metade inferior do tubo continha a proteina em equilibrio com o
ligante livre, e a metade superior ndo continha proteina, comprovado em
medidas sem ligante. Os 150 uL superiores foram retirados cuidadosamente e
diluidos com tampdo. O ligante livre foi medido espectroscopicamente e
associado, calculado como a diferenga entre o ligante total e o ligante livre
(HOWLETT et al., 1978; MEDRANO et al., 1991).

A medida de absorgao a 253 nm foi utilizada para dosar a concentragao
do GTP. Um coeficiente de extingdo molar de 13.700 M" cm™ foi utilizado

(http://www.fermentas.com/catalog/nucleotides/gtp.htm).
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2.7. Apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina

O apagamento da fluorescéncia intrinseca da proteina foi determinado
mediante o uso de apagadores de fluorescéncia conhecidos, acrilamida, iodeto
de potassio e cloreto de césio (EFTINK; GHIRON, 1976, 1977; LEHRER,
1971). O efeito de apagamento foi determinado pelas adigbes sucessivas do
apagador e coletando a emissao de fluorescéncia da proteina. As medidas de
fluorescéncia foram realizadas como explicado anteriormente. A concentracao

de proteina foi de 58 ug mL™.

2.8 Desnaturacao quimica

A proteina foi incubada em concentracbes de 6,7 M de cloreto de
guanidina e 7,6 M de uréia, durante 24 horas. O efeito desses agentes
quimicos sobre a estrutura da proteina foi determinado pelos efeitos sobre a
fluorescéncia intrinseca da proteina S64 renaturada. Os espectros de
fluorescéncia foram coletados como explicado anteriormente, e a concentragao

de proteina foi de 58 ug mL™".

2.9. Efeito do pH

O efeito do pH sobre a estrutura da proteina foi determinado pela
fluorescéncia intrinseca da proteina. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas como explicado anteriormente, e a concentracdo de proteina foi de
58 ng mL™. Os valores de pH utilizados foram 3,0 (acido citrico/citrato de
sédio); 4,0 e 5,0 (acido acético/acetato de sddio); 6,0 e 7,0 (cacodilato de
s6dio); 8,0 (HEPES-Na); 9,0 (Tris-HCI); e 10,0 e 11,0 (CAPS-Na).

2.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (SDS) foram
feitos de acordo com o método de Laemmli (1970). Os extratos protéicos foram
misturados com um volume de tampao de amostra e incubados a 95 °C, por

cinco minutos, antes de serem aplicados nos géis de poliacrilamida 12%.
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Para a visualizacado das proteinas, os géis foram corados com Comassie
Brilliant Blue (FAIRBANKS, 1971).

2.11. Comparacéao de sequéncias

A sequéncia da proteina S64 recombinante foi comparada com outras
proteinas depositadas no banco de dados de proteinas com estrutura
tridimensional conhecida (Protein Data Bank). Para comparagao, utilizou-se o
programa BLASTp (ALTSCHUL et al, 1990), acessivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/>.

2.12. Alinhamento de seqiiéncias

O alinhamento da sequéncia da proteina S64 recombinante com suas
homdlogas, B-conglicinina, canavalina e faseolina foi realizado utilizando-se o
programa MultAlin (Multiple Alignement) — Network Protein Sequence Analysis.

Acessivel em: <http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html>.

2.13. Predicao da estrutura secundéaria

A predicdo da estrutura secundaria da proteina S64 recombinante foi
realizada utilizando-se o programa PSIPRED (JONES, 1999; McGUFFIN et al.,
2000), acessivel em: <http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psiform.html>. A seqiéncia do
peptideo sinal ndo foi utilizada na predicdo da estrutura secundaria. Esse
programa € uma rede neural que prediz a estrutura secundaria de proteinas
baseando-se em matrizes de posi¢cédo especificas geradas pelo programa PSI-
BLAST.
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3. RESULTADOS

3.1. Expressdo da proteina S64 recombinante e purificagdo da fracao

insoluvel

A inducdo da proteina S64 recombinante em E. coli BL21(DE3) foi
realizada como descrito anteriormente, sendo os extratos protéicos obtidos
analisados em SDS-PAGE (Figura 2).

O extrato insoluvel foi submetido a cromatografia de afinidade, em resina
de niquel Ni**NTA (Qiagen), para a retencdo das proteinas recombinantes
fusionadas a histidina. As proteinas foram purificadas em graus superiores a
95% de homogeneidade, aproximadamente, o que foi observado apds a

eletroforese SDS PAGE e a coloragao do gel por Coomassie (Figura 3).

3.2. Analise da seqlUiéncia da proteina S64 recombinante

A sequéncia da proteina S64 recombinante foi submetida a uma
comparagao com a sequéncia de outras proteinas homologas, com estruturas
tridimensionais conhecidas e cujas sequéncias ja foram depositadas no banco
de dados (Protein Data Bank).
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Figura 2 — Analise em SDS/PAGE das proteinas celulares totais, soltveis e
insollveis de bactéria produzindo S64 recombinante. Extratos de
proteinas totais da bactéria BL21(DE3) (2), extratos de proteina
totais da bactéria transformada na auséncia do indutor IPTG (3) e na
presencga de IPTG (4) foram fracionados por SDS/PAGE e revelados
com Coomassie Brilliant Blue. (5), (6) e (7) correspondem,
respectivamente, ao fracionamento das proteinas soluveis do extrato
celular da bactéria BL21(DE3), da bactéria transformada na auséncia
do indutor IPTG e na presenga de IPTG. (8), (9) e (10)
correspondem, respectivamente, ao fracionamento das proteinas
insoluveis do extrato celular da bactéria BL21(DE3), da bactéria
transformada na auséncia do indutor IPTG e na presenga de IPTG.
O marcador de massa molecular corresponde a (1), expresso em
Da.

66.200 — e t— 564

Figura 3 — Analise em SDS/PAGE da purificacdo da proteina S64
recombinante em grande escala, em condi¢cdes desnaturantes:
A canaleta 1 corresponde ao padrdo de massa molecular em Da; 2,
3 e 4, a 1° eluicdo da proteina recombinante; € 5, 6 e 7, a 2° eluigao,
ambas da purificagdo de 3 L de cultura.
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No alinhamento de sequéncia da proteina S64 recombinante com as
sequéncias das proteinas homodlogas, B-conglicinina, canavalina e faseolina
(Figura 4), verifica-se muita similaridade de seqléncia entre essas proteinas de
armazenamento, com excec¢ao apenas de uma extensdo de aminoacidos no N-
terminal da proteina S64 recombinante, ndo encontrada nessas outras
proteinas. Somente pequena extensdo de aminoacidos no N-terminal esta
presente na sequéncia da canavalina, mas ambas as sequéncias da canavalina

e S64 recombinante apresentaram muito pouca similaridade de sequéncia.

3.3. Classificacédo da proteina S64 recombinante

Uma comparagao da sequéncia da proteina S64 recombinante no banco
de dados de dominios conservados "CDD: a Conserved Domain Database for
protein classification" (MARCHLER-BAUER et al., 2005) evidenciou a presencga
de dois dominios cupin (Figura 5A). Na Figura 5B € mostrado um alinhamento
dos dominios cupin da proteina S64 recombinante com os representantes mais
semelhantes destes, presentes no banco de dados de dominios conservados.

A estrutura tridimensional de duas proteinas de armazenamento
pertencentes a familia cupin, faseolina (LAWRENCE et al., 1994) e canavalina
(KO et al., 1993), forneceram a base para a classificacdo dos membros desta
familia. Cada dominio possui dois grupos de sequéncias altamente
conservadas. Para a proteina S64 recombinante, que se enquadra nesse
modelo, no dominio 1 verifica-se um padrao de 23 e 19 residuos delimitando as
folhas-p denominadas C e D e, no dominio 2, outro padrdo de 19 e 11
residuos, caracteristicos das folhas-p G e H. Pode-se observar que o
espagamento entre os dois dominios é diferente em numero de aminoacidos,
podendo variar para mais de 50 residuos, o que caracteriza cada subclasse de
proteinas da familia cupin (DUNWEL et al., 2000).

27



8¢

564
Beta=coglycinin
Canavalin
Phaseolin
Consensus

564
Beta-coglycinin
Canavalin
Phaseolin
Consensus

S64
Beta=coglycinin
Canavalin
Phaseolin
Consensus

564
Bet.a-coglycinin
Canavalin
Phaseolin
Consensus

1 10 20 30 40 50 GO 20 80 90 100 110 120 130
| + + + + + + + + + + + + |
LALGKLKETEYEEDPELYTCKHOCQOOROY TESDKRTCLOACDSHKQEREKAYEEETREKEEEHOEQHEEEODONP YYFEEDKDFSTRYETEGGSIRYLKKF TEKSKLLOGHENFRLATLEARAHTFYSP
LKYREDEHHPFYFRSSHSFOTLFEHONGRIRLLORFHKRSPOLERLRDYRINOFOSKPHTILLP
HAFSARFPLHLLLGYYLLASYSASFAHSGHSGGEAEDESEESRAOHNPYLFRS-HKFLTLFKHOHGSLRLLORFHEDTEKLEHNLRDYRYLEYCSKPHTLLLP
TSLREEEESODHPFYFHSDHSHHTLFKHOYGHIRYLORFDOOSKRLONLEDYRLYEFRSKPETLLLP
errressrrrrrssssrsrssssnsrsssnsnsrsssslorrrrrsssssssssssnssssBeseb, Bee, B#HPE F, adn, f . Tlfen#,GsifvlqgrF,e,sk. Linle&®R1, ., . skp.T.11P

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 &30 240 250 2610
I L L i L L L i L L i L L I
RHFDSEYYLFHIKGRAYLGLYRESETEKI====== TLEPGDHIHIPAGTPLYIYHRDENEKLLLAHLHIPYSTPGKFEEFFGPGGRDPESYLSAF SHHYLOAALOTPKGKLERLFHO====== OHEGSIF
HHADADFLLFYLSGRAILTLYHNDDRDSY —————~| HLHPGDAORIPAGTTYYLYHPHDHONLKHIHLAIPYHKPGRYDDFFLSSTOAOOSYLOGF SHNILETSFHSEFEEIHRYLFGEEEEQRQOEGYTY
HHSDSDLLYLYLEGOAILYLYHPDGRDTY ====== KLDOGDAIKIOAGTPFYLINPDHHOMLRILKFAITFRRPGTYEDFFLSSTKRELPSYLSAF SKHFLEASYDSPYDEIEQTLLOEE ===== QEGYIY
OOADAELLLYYRSGSATLYLYKPDDRREYFFLTSDHPIFSOHOKIPAGTIFYLYHPDPKEDLRITOL AHPYHHP-OTHEFFLSSTEAOQSYLOEFSKHIL EASFHSKFEETHRYLFEEEG---00EGYTY
L. Ds# 11fe. GrA!L.LY, . dor..yeee....l.ped, i IpAGTp.Y1'Hpd.n#.L....laipv. . Pg. . .e$FFlsst,...5ylLsafF5,.n.L¥as. .sp..eifr.l.qee. ... .qéEGvIv

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| 1
KISRERYRALAPTKESSHHPFGGESKAQFHIFSKRPTFSHGYGRLTEYGPDDEKSHLORLHLHLTFTHITORSHSTIHYHNSHATKIALYHDGRGHLOISCPHHSSRSDSKHDKSSPSYHRISADLKPGHY
ELSKEQIROLSRRAKSSSRKTISSEDEPFHLRSRHPIYSHHFGKFFEI-TPEKHPOLRDLDIFLSSYDINEGALLLPHFNSKAIYILYIHNEGDANIELYGIK-EQQQKOKOEEEPLEYQRYRAELSEDDY
KHPKDOIOQETSKHADSSSRKTLSSODKPFHLRSROPIYSHHYGKLYET-TPEKHSOLRDLDTL L HCL OHHEGAL FYPHYNSRATYILVAHNEGRAEYELYGLE-0000---0GLESHOLRRYAATLSEGDT
NIDSEQTKELSKHAKSSSRKSLSKODNTIG========= HEFGHLTER-TOHS—————- LHYLISSTEHEEGALFYPHYYSKAIYILYYNEGEAHYELYGPK-GHK——————-| ETLEYESYRAELSKDDY
kis,#q!r, 1=, ,ak55srk, .5, .d..fn, .5, .p..sH, %G 1EE, tdé, 2.1, L&, .1, ., #i, #pat, pH¥nS,AbvIlvvndGrah, $lvep, .. voo. k. 2.y, ry A Ls, pd!

391 400 410 420 430 440
| + + + + + + + + +
FY¥YPPGHPFYTIASHKEHLLIICFEYHYRDNKKF TFAGK=DHIYSSLDN===== YAKELAFHYPSEHYHGYFERKESLFF==--PFELPSEERGRRAYA
FYIPARYPFYYHATS--HLHFLAF GTHAEHHORHF LAGEKDHYYROTIER=———= OVAELAFPGSAODYERLLEKORESYFYDAQPOOKEEGSKGRKGPFPSILGALY
IVIPSSFPYALKARS--DLHNYGIGYHAEMNERNFLAGHKENYIRQIPR-———~ O¥SDLTFPGSGEEYEELLENOKESYFYDGOPRHIDAGGKARRAHLPHLFRTFY
FYIPARYPYAIKATS-~-HYNF TGF GTHANHHHRHLLAGKTDHRYISSIGRALDGKDYLGL TFSGSGOEYHKL IHKASGS YFYDAH-HHOOEQOKGRKGAFYY

f¥ip,, . .Pfv, A,s,..4ln, . . fg!Ha, 8, rn, 1AGk, #N! 'ssi,r, ...V elaF g5 #. ¥, . 1, e.9,.5%Fvd, .PeeeeeeekERMra, conrennns

450 460 a1 480 490 497
|

Figura 4 — Comparacado das sequéncias de residuos de aminoacidos da proteina S64 recombinante com proteinas
homaologas. Em vermelho sdo mostrados os residuos de aminoacidos idénticos ou altamente conservados; em azul, os
aminoacidos conservados; e em preto, os aminoacidos nao-conservados. Verifica-se também a posicdo caracteristica
de cada aminoacido. O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando-se o programa MultAlin (CORPET, 1988).
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Vicilina Gossypium hirsutum 214 LRGINEFRIAILEANPNTFVLPH.[1].C DAEKIYVVTNGRGTVTFVT 258
PV100 Cucurbita maxima 422 LKGIKNQRLALLEARPHTFIVPH.[1].L DAECVLLVVRGRATITTVV 466
Vicilina Juglans regia 212 .LRGIENYRVVILDANPNTSMLPH.[1].K DAESVAVVTRGRATLTLVS 256
Convicilina Pisum sativum 186 .FENLQNYRLVEYRAKPHTIFLPQ.[1].] DADLILVVLNGKAILTVLS 230
Globulina 78 Sesamum indicum 227 LRGIENYRVAILEAEPQTFIVPN.[1].W DAESVVFVAKGRGTISLVR 271
Proteina P54 Pisum sativum 122 LKNIENYGLAVLEIKANAFLSPH.[1].Y DSEAILFNIKGRGIIGLVA 166
Vicilina Rulingia madagascariensis 18 .LKGIDNYRLAMFEANPNTFVLPH.[1].C DAEAIHFVTNGKGTITFVT 62
S64 Glicine max 161 LEPGDMIHIPAGTPLYIVN.[4].EKLLLAMLHIP.[35]. 230
Canavalina Canavalia ensiformis 100 LSEGDIIVIPSSFPVALKA.[3].LNMVGIGVNAE.[35]. 168
Vicilina Gossypium hirsutum 266 VVPGVVVRIPAGSTVYLAN.[4].EKLTIAVLHRP.[18]. 318
PV100 Cucurbita maxima 458 VESGDVMTIPAGTTLYLAN.[3].EDLQIVKLVQP.[18]. 509
Vicilina Juglans regia 246 LECGDVIRVPAGATVYVIN.[4]. ERLEMVKLLQP.[18]. 298
Convicilina Pisum sativum 218 LERGDTIKIPAGTTSYLVN.[4].EDLRVVDFVIP.[18]. 270
Globulina 78 Sesamum indicum 259 IKQGDILKINAGTTAYLIN.[4].ERLVLAKLLQP.[18]. 311
Proteina P54 Pisum sativum 154 LEEGDIMRVPAGTPMYLVN.[4].EKLYIAAFHMP.[21]. 209
Vicilina Rulingia madagascariensis 50 VEFGTVVXIPAGSTLYLVN.[4].EKLRIAVLALP.[18]. 102

Figura 5 — Representacdo esquematica da familia cupin: A) Grafico demonstrativo dos dois dominios cupin. Em vermelho sao
mostrados esquematicamente os dois motivos cupin conservados na familia. B) Alinhamento de sequéncia no primeiro
dominio conservado dos membros da familia cupin. Nesse alinhamento € mostrada a grande similaridade de seqiéncia
entre os motivos 1 e 2 das proteinas pertencentes a familia cupin. Na parte superior da figura é apresentado o motivo 1,
que possui 23 e 19 residuos; na parte inferior, 0 motivo 2, que possui 19 e 11 residuos. Esses residuos sao altamente
conservados em ambos os dominios, 1 € 2, e 0 espacamento entre eles é variavel.



3.4. Predi¢cédo de segmentos transmembranicos

A predicdo de segmentos transmembranicos foi feita através dos
programas DAS (CSERZO et al., 1997) e TMpred, disponiveis na pagina da
internet (www.expasy.ch). A saida grafica dos programas ndo apresentou
nenhuma regido transmembranica significativa de proteinas de membrana, n&o
sendo também obtido nenhum segmento transmembranico, a ndo ser um leve
pico sobressalente, que corresponde aos aminoacidos de 193 a 198 (Figura
6A). Todos os outros aminoacidos da proteina apresentaram-se em uma regiao
extramembranar, com caracteristicas de proteinas com alta solubilidade.

De acordo com o programa TMpred, dois possiveis modelos foram
considerados, usando somente segmentos transmembranicos significativos. A
proteina S64 recombinante ndo apresentou nenhuma caracteristica de proteina

transmembranica, e nenhum possivel modelo foi encontrado (Figura 6B).

3.5. Predicéo de estrutura secundéria

Na Figura 7, mostra-se a predicdo dos elementos de estrutura
secundaria para a proteina S64 recombinante realizada utilizando o programa
PSIPRED (JONES, 1999; McGUFFIN et al., 2000).

A proteina S64 recombinante apresentou uma propor¢cao de 21% de
a-hélices e 28% de folhas-fB em relacdo aos 467 aminoacidos totais que
constituem a proteina S64 recombinante. Esses elementos de estrutura
secundaria coincidem, em numero e posicdo, com os elementos das proteinas
homdlogas a S64 recombinante, B-conglicinina, canavalina e faseolina, exceto
para um conteudo de 3 a-hélices (9%), que esta presente na porgédo N-terminal da
proteina S64 recombinante que ndo € encontrado nas outras proteinas
homdlogas.

A sequéncia das estruturas de o-hélice e folhas-B estda formando uma
repeticdo em dois grupos, constituindo os dois dominios encontrados nos membros

da familia cupin, aumentando a confiabilidade dos dados.
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Figura 7 — Predigcao da estrutura secundaria da proteina S64 recombinante, calculada pelo programa PSIPRED (JONES, 1999;

McGUFFIN et al., 2000), em que os barris em verde se referem a estrutura de a hélices, as setas amarelas referem-

se a folhas B, as linhas cheias entre essas estruturas sdo de random-coil e as barras azuis se referem a

dos dados que o programa originou.
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3.6. Dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular da proteina S64 recombinante nas
regides UV-distante (Figura 8A) e UV-préximo (Figura 8B) evidenciaram que,
na regido do UV-distante, ocorre um minimo a 204 nm e um ombro na regido
de 223-225 nm (Figura 8A). Na regido do UV-préximo, o espectro de dicroismo
circular apresenta um minimo ao redor de 263 nm. Essas caracteristicas

indicam que a proteina se encontra enovelada.
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Figura 8 — Espectros de dicroismo circular da proteina S64 recombinante:
A) Espectro na regido do UV-distante e B) Espectro na regido do
UV-préximo.

A estimativa do conteudo e tipo de estrutura secundaria da proteina baseada
no espectro de dicroismo circular na regidao do UV-distante (Tabela 1) foi realizada
com o programa CDNN (BOHM et al., 1992). O programa realiza o calculo da
estrutura secundaria usando-se as informagdes provenientes de 33 proteinas com

estrutura tridimensional conhecida.
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Tabela 1 — Estimativa da estrutura secundaria da proteina S64 recombinante

185-260 nm
a-hélice 9,9 %
Folha-p antiparalela 38,6 %
Folha-B paralela 3,4 %
Volta-p 247 %
Estrutura desordenada 29,5 %
Soma total 106,1 %

3.7. Fluorescéncia

O espectro de fluorescéncia intrinseca da proteina S64 recombinante é
mostrado na Figura 9. O espectro de excitacdo (Figura 9, linha vermelha)
possui um maximo a 275 nm e o espectro de emissdo, um maximo a 303 nm

(Figura 9, linha preta).

-_— }\'EXC = 275 nm p—
— gy, = 305 nm

Fluorescéncia (U.A.)

260 280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 9 — Espectros de fluorescéncia intrinseca da proteina S64
recombinante. Linha vermelha, espectro de excitagcao obtido com um
comprimento de onda de emissédo de 305 nm; e linha preta, espectro
de emissao obtido com um comprimento de onda de excitacdo de
275 nm.
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3.7.1. Apagamento de fluorescéncia

A avaliagdo do apagamento de fluorescéncia intrinseca das proteinas
pela presenca de apagadores conhecidos (acrilamida, cloreto de césio e iodeto
de potassio) fornece informagdes sobre a acessibilidade e localizagdo dos
cromoforos da proteina.

Foram realizados estudos de apagamento de fluorescéncia com a
proteina S64 recombinante com a molécula apolar acrilamida, capaz de certa
penetracao na proteina, com a molécula polar CsCl, carregada positivamente e
com a molécula Kl, carregada negativamente. O carater dessas moléculas
pode fornecer informacdes sobre o ambiente que rodeia os croméforos da
proteina.

Os dados de apagamento de fluorescéncia foram tratados de acordo

com a equacéo Stern-Volmer (BIRKS, 1970):

Fo
— 1+ Ky [Q]

sendo Fo a intensidade de fluorescéncia na auséncia do apagador, F a
intensidade de fluorescéncia na presenga do apagador, Ksy a constante de
Stern-Volmer e [Q] a concentragdo do agente apagador. A constante de Stern-
Volmer, Ksy, € um parametro que fornece informacao sobre a acessibilidade do
fluoréforo ao agente apagador.

A Figura 10 ilustra o efeito da acrilamida sobre a fluorescéncia da
proteina S64 recombinante. A adicdo de quantidades crescentes de acrilamida
leva a um apagamento da fluorescéncia da proteina até quase o total
desaparecimento a uma concentracédo de 118 mM (Figura 10A). O grafico de
Stern-Volmer (Figura 10B) mostra um grafico nao-linear, indicando a possivel
existéncia de varias populacdes de triptofanos, com acessibilidades diferentes
ao apagador acrilamida. Esses dados podem ser tratados por meio de uma
modificagdo da equacdo de Stern-Volmer (LEHRER, 1971). Nessa nova
equacao aparece um novo termo, f,, que representa a fracdo accessivel de

fluoréforos ao apagador de fluorescéncia.

Fo 1

1
AF K@ A
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Na Figura 10C é mostrado o grafico de Ster-Volmer modificado. A

constante de Stern-Volmer obtida para o apagamento de fluorescéncia

intrinseca da proteina S64 recombinante por acrilamida foi de 23,1 + 0,5 M e

a fracao de fluoréforos acessivel, de 1,01 + 0,07.

Fo/F
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== 0.0 mM
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Figura 10 — Efeito da acrilamida sobre a fluorescéncia intrinseca da

proteina S64 recombinante: A) Espectros de emisséo da proteina
S64 recombinanate em auséncia e em presenca de acrilamida,
cujas concentragdes usadas estdo indicadas. B) Grafico de Stern-
Volmer para o apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina
S64 recombinante produzido pela acrilamida. C) Grafico de Stern-
Volmer modificado para o apagamento de fluorescéncia intrinseca
da proteina S64 recombinante produzido pela acrilamida.
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Na Figura 11 é mostrado o efeito do cloreto de césio sobre a
fluorescéncia intrinseca da proteina S64 recombinante. O apagamento da
fluorescéncia acontece em concentragdes mais elevadas para essa molécula
do que para a acrilamida e o iodeto de potassio (Figura 11A). O grafico de
Stern-Volmer (Figura 11B) apresenta uma dependéncia linear do apagamento
da fluorescéncia com a concentracdo do CsCl, e a constante de Stern-Volmer

calculada com esses dados foide 4,9+ 0,1 M 1
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Figura 11 — Efeito do cloreto de césio sobre a fluorescéncia intrinseca da
proteina S64 recombinante: A) Espectros de emissao da proteina
S64 recombinante em auséncia e presenca de cloreto de césio,
cujas concentragdes estdo indicadas. B) Grafico de Stern-Volmer
para o apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina S64
recombinante produzido pelo cloreto de césio (CsCl).

Na Figura 12 é mostrado o efeito do iodeto de potassio sobre a
fluorescéncia intrinseca da proteina S64 recombinante. O apagamento da
fluorescéncia acontece em concentracdes menores com essa molécula do que
com o cloreto de césio (Figura 12A). O grafico de Stern-Volmer (Figura 12B)
apresenta uma dependéncia linear do apagamento da fluorescéncia com a
concentragdo do CsCl, e a constante de Stern-Volmer calculada com esses
dados foi de 16,1+ 0,2 M ™,
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Figura 12 — Efeito do iodeto de potassio sobre a fluorescéncia intrinseca da
proteina S64 recombinante: A) Espectros de emissdo da proteina
S64 recombinante em auséncia e presenca de iodeto de potassio,
cujas concentragbes estao indicadas. B) Grafico de Stern-Volmer para
0 apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina S64
recombinante produzido pelo iodeto de potassio (Kl).

3.8. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Com a finalidade de verificar se a proteina renaturada manteve sua
capacidade de formar oligbmeros, foi determinado o raio de giro da proteina
S64 recombinante (Figura 13) por espalhamento dindmico de luz. Pode-se
observar um sé pico com um raio de giro de 7,3 nm, correspondente a uma
massa molecular de 351 kDa. Considerando uma massa molecular de 55 kDa
para o mondmero dessa proteina, pode-se dizer que, em solugdo, ela

provavelmente se encontra na forma de hexamero.

3.9. Efeito do pH sobre a fluorescéncia intrinseca

Na Figura 14, € mostrado o efeito do pH sobre a fluorescéncia intrinseca
da proteina S64 recombinante. Nao existem mudancgas significativas entre os
valores de pH 4 e 8. Em valores de pH superiores a 8 e inferiores a 4, existe
diminui¢cado da fluorescéncia, podendo indicar exposi¢cao dos fluoréforos a um

ambiente mais polar.
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Figura 13 — Determinagdo do raio de giro da proteina S64 recombinante por
espalhamento dinamico de luz.
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Figura 14 — Efeito do pH sobre a fluorescéncia intrinseca da proteina S64
recombinante. Espectros de fluorescéncia obtidos em diferentes
pH, cujos valores estéo indicados na figura, sendo o comprimento
de onda de excitagdo de 275 nm. No grafico menor, dentro da
figura principal € mostrada a fluorescéncia no comprimento de onda
de emissao maxima (305 nm) perante o pH.
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3.10. Estabilidade da proteina S64 recombinante

A estabilidade da proteina recombinante foi avaliada por meio de ensaios
de desnaturacao térmica e desnaturagao quimica (Figuras 15 a 17). Nas Figuras
15 e 16, € mostrado o efeito da temperatura sobre o espectro de dicroismo
circular da proteina S64 recombinante. Com o aumento da temperatura,
observa-se uma perda gradual na intensidade do minimo a 204 nm. A 95 °C,
esse minimo se desloca ligeiramente para 202 nm. Essas mudangas séo
acompanhadas por uma redugao do ombro a 223-225 nm (Figuras 15 e 16A).

A estimativa do conteudo de estrutura secundaria a cada temperatura
(Figura 16B) apontou pequena redugédo de a-hélices, voltas-f e estruturas
desordenadas e pequeno aumento das folhas-f antiparalelas com a elevagéao

da temperatura.

CD[mdeg]

220
Wavelength [nm]

Figura 15 — Efeito da temperatura sobre os espectros de dicroismo
circular da proteina S64 recombinante. Os espectros foram
coletados entre 20 e 95 °C e mostram uma visdo em 3D, em que
essas temperaturas ndo interferiram na desestabilizacdo da
proteina S64 recombinante.
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Figura 16 — Efeito da temperatura sobre os espectros de dicroismo
circular da proteina S64 recombinante: A) Os espectros de CD
foram coletados em uma faixa de temperatura entre 20 e 95 °C em
diferentes comprimentos de onda (190-260 nm, UV-distante). B)
Informagdes sobre o conteudo de estruturas secundarias em
funcao da temperatura sao fornecidas.

Na Figura 17 sdo mostrados os efeitos do cloreto de guanidina (6,7 M) e
da uréia (7,6 M) sobre a fluorescéncia intrinseca da proteina S64
recombinante. O maximo de emissédo da proteina pura (303 nm) & deslocado
para comprimentos de onda maiores quando na presenga desses agentes
desnaturantes, sendo 305 e 307 nm para uréia e cloreto de guanidina,

respectivamente.
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Figura 17 — Desnaturacdo quimica da proteina S64 recombinante. O grafico
mostra que os agentes desnaturantes mudaram o maximo de
emissao da proteina S64 recombinante.
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3.11. Ligacao de ANS e Bis-ANS

Os compostos 8-anilino-1-naftaleno sulfonato (ANS) e 4-4’-dianilino-1,1’-
binaftil-5-5’-dissulfonato (Bis-ANS) sdo sondas que, ao se ligarem a regides
hidrofobicas das proteinas, aumentam de forma significativa sua fluorescéncia
(LADOKHIN, 2000). Quando o ANS foi adicionado a uma solugéo da proteina
S64 recombinante, obteve-se um aumento da sua fluorescéncia bem pequeno
(Figura 18A) e saturavel em concentragdes superiores a 50 uM. Quando o Bis-
ANS foi usado (Figura 18B), o aumento da fluorescéncia foi maior que para o
ANS, mas ainda esse aumento é pequeno se comparado com outras proteinas
que apresentam sitios de ligagdo para esses compostos. O sinal de
fluorescéncia do Bis-ANS também saturou em concentracbes superiores a
25 uM.
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Figura 18 — Ligacdo de ANS e Bis-ANS. Foram adicionados a proteina S64
recombinante ANS (A) e Bis-ANS (B) nas concentragdes indicadas.
No topo a direita de cada figura € mostrado o espectro de excitagcéo
a 390 e 398 nm, respectivamente, e a intensidade de fluorescéncia
foi de aproximadamente 5 (U.A.) para o Bis-ANS, indicando que
provavelmente este se ligou um pouco mais a proteina do que o
composto ANS, em que a intensidade de fluorescéncia foi de
aproximadamente 1 (U.A.).
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3.12. Ligacao de sacarose e GTP
3.12.1. Ligacao de sacarose medida por fluorescéncia

A adigdo de sacarose produz um apagamento da fluorescéncia
intrinseca da proteina S64 recombinante (Figura 19A), que pode ser usado
para caracterizar a ligagao da sacarose e obter a constante de dissociagdo. A
titulagdo por sacarose do apagamento de fluorescéncia da proteina S64
recombinante (Figura 19B) permitiu calcular a constante de dissociacdo de
sacarose, Ky = 2,79 + 0,22 mM, por meio de uma regressdo nao-linear dos

dados corrigidos e assumindo um unico sitio de ligagdo por monémero.
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Figura 19 — Apagamento de fluorescéncia da proteina S64 recombinante
pela adicdo de sacarose: A) Espectros de emissdo de
fluorescéncia da proteina na auséncia e presenga de sacarose,
cujas concentragdes estado indicadas. B) Titulagao da proteina S64
recombinante com sacarose. A linha vermelha representa um
ajuste n&o-linear dos dados corrigidos de apagamento de
fluorescéncia.

O comprimento de onda maximo de emissdo da proteina nao sofreu
mudang¢a com a adicdo de sacarose nas concentracdes utilizadas. Isso indica
que a proteina ndo sofreu processos de desnaturacdo até as concentragdes

elevadas de ligante utilizadas (100 mM).
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3.12.2. Ligagé&o de sacarose medida por dicroismo circular

O efeito da sacarose sobre o espectro de dicroismo circular nas regides
do UV-distante (Figura 20A) e UV-proximo (Figura 20B) indica que nao foram
observadas mudancas significativas na regido do UV-distante até uma
concentracdo de 80 mM, em que o espectro a comprimentos de onda menores
que 205 nm apresenta elipticidades maiores que o resto dos espectros. Esse
efeito foi tratado muito cuidadosamente, porque o0 espectro da sacarose tem
muito mais intensidade que o espectro da proteina, o que pode levar a grandes
erros na corregao do espectro da proteina na presenca de sacarose. Na regiao
do UV-préximo, ndo foram observadas mudangas significativas em nenhuma
concentragao de sacarose usada. A falta de efeito nessa regidao pode indicar
que as mudancas observadas na concentracdo de 80 mM de sacarose na
regidao do UV-distante muito provavelmente s&o devidas a erros provenientes

do grande sinal dicréico da sacarose.
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Figura 20 — Espectros de CD da proteina S64 recombinante em solucdo na
presenca e auséncia de sacarose: A) Espectro do UV-distante,
observando-se que as intensidades dos picos para cada uma das
concentracdes usadas permaneceram proximas a 204 nm, com e
sem a adicado de sacarose, com um ombro em 223 nm, exceto a 80
mM de sacarose. B) Espectro do UV-proximo, sendo verificado um
minimo a 265 nm, sem se notar a presenga de nhenhum ombro.
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3.12.3. Ligacao de GTP por ultracentrifugacao

A elevada absor¢cdo do GTP nas concentragbes usadas (5 uM-
1.000 uM) impede o uso de técnicas espectroscopicas como a fluorescéncia e
o dicroismo circular, que foram usadas no caso da sacarose, para caracterizar
a interagao dessa molécula com a proteina S64 recombinante.

Para caracterizar a ligacao do GTP foi utilizada, assim, uma técnica de
centrifugagcédo descrita por Medrano et al. (1991). Na Figura 21 € mostrada a
isoterma de ligacdo do GTP a proteina S64 recombinante. Pode-se observar
que a ligagdo do GTP nao saturou nas concentragdes usadas nessa titulagéo.
Quanto maior foi a concentragdo de GTP usada, maior foi 0 numero de sitios
de ligagcado que a proteina apresentou. Esse resultado ndo € compativel com a
presengca de um numero de sitios de ligagao fixo e limitado. A explicagdo mais
simples é a existéncia de um processo de agregacdo dependente da
concentragdo do ligante e, ou, da proteina. Um dos problemas da técnica
utilizada é que, devido a sedimentagao da proteina, a parte inferior do tubo se
torna mais concentrada no final do experimento, e muito provavelmente existe
um gradiente de concentracdo ao longo do tubo de centrifuga. Isso torna
impossivel a medida de processos dependentes da concentragédo de algum dos

componentes.
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Figura 21 — Ligacdo de GTP a S64 recombinante. Essa ligagao € dependente
da [GTP] livre (linha vermelha), ndo tendo sido observada a
saturacao dessa interacao.
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3.12.4. Efeito da sacarose e do GTP sobre o estado de oligomerizagcao

O efeito dos ligantes sacarose e GTP sobre o estado de oligomerizagao
da proteina S64 recombinante foi avaliado por meio da técnica de
espalhamento dinamico de luz. A presenca de sacarose, em concentragdes
saturantes (15 mM), ndo mudou significativamente o raio de giro da proteina
em solugdo. O raio de giro obtido na presenca de sacarose foi de 7,6 nm,
correspondente a uma massa molecular de 417 kDa (Figura 22A). Entretanto, a
presenca de GTP na solugcado afetou, de forma significativa, o raio de giro da
proteina. Concentragdes de GTP de 50 uM (Figura 22B) e 200 uM (Figura 22C)
reduzem o raio de giro para valores de 4,9 e 4,6 nm, respectivamente. Esses
valores correspondem a massas moleculares de 141 e 120 kDa. Além da
mudang¢a no raio de giro, pode-se observar que, com uma concentragao de
50 uM de GTP, o pico ficou assimétrico, apresentando parte da intensidade
com raio de giro maior. Na presenga de concentragbes maiores de GTP
(200 uM), pode-se observar a presenga clara de um segundo pico de menor
intensidade com um raio de giro de 16,9 nm (2.515 kDa), que corresponde a

um agregado de mais de 45 mondémeros.

3.12.5. Efeito da sacarose e do GTP sobre o apagamento de fluorescéncia

Visando saber se a sacarose e o GTP produzem apagamento da
fluorescéncia intrinseca da proteina e se envolvem mudancas na exposigcao
dos residuos aromaticos, foram realizados experimentos de apagamento de
fluorescéncia com acrilamida, cloreto de césio e iodeto de potassio. Na Figura
23, mostram-se os graficos de Stern-Volmer para a titulagdo dos apagadores
de fluorescéncia na auséncia e presenca de sacarose e GTP. As constantes de
Stern-Volmer, Ksy, sdo mostradas na Tabela 2.

A presenca dos ligantes na solugao nao provoca mudangas significativas
sobre o apagamento de fluorescéncia. No caso da acrilamida, parece existir
pequeno aumento da acessibilidade dos aminoacidos aromaticos. No iodeto de
potassio existe pequena reducdo da Ksy, indicando menor acessibilidade dos
residuos aromaticos. No caso do cloreto de césio, nenhuma mudanca

significativa foi observada.
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Figura 22 — Gréaficos do raio de giro da proteina S64 recombinante na
presenca de sacarose e GTP: A) 15 mM de sacarose, B) 50 uM
GTP e C) 200 uM GTP.
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Figura 23 — Diagramas de Stern-Volmer: A) A proteina S64 recombinante na
presenga de acrilamida e com os ligantes GTP e sacarose produziu
pequeno apagamento da fluorescéncia. B) O apagamento de
fluorescéncia da proteina, com cloreto de césio na presenca ou
auséncia de ligantes, ndo se apresentou eficiente. C) A proteina
com iodeto de potassio, na presenga e auséncia dos ligantes GTP
e sacarose, sofreu apenas pequeno efeito, visualizado pela
diminui¢cao da curva de Fo/F.

Tabela 2 — Constante de Stern-Volmer para a proteina S64 recombinante com
a adicao de ligantes e apagadores de fluorescéncia

Acrilamida Cloreto de Césio Igg?;gs?:
Sem ligante 23,105 M 49+0,1 M’ 16,1+ 0,2 M
Sacarose (15 mM) 28,3 +0,5M 47+0,1 M 13,1+ 0,1 M
GTP (50 pM) 283£11M 46101 M’ 14,4+ 0,1 M
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3.13. Expresséo e purificacdo da proteina S64 recombinante em grande
escala para cristalizagcao

Células de Escherichia coli da linhagem BL21 (DE3) contendo o
plasmideo pUFV120 (PIROVANI et al., 2002) foram crescidas durante a noite
(cerca de 16 horas) na presenga de lactose 10 mM como indutor da expresséo
a 30 °C, como mencionado. A lactose foi incorporada no meio de cultura antes
da inoculacdo com as bactérias. A proteina expressa, tanto com esse método
quanto quando induzida com o analogo de lactose, o IPTG fica na fragcéo
insoluvel (Figura 24). Mudancas na temperatura de incubagdo também n&o
levaram a uma expressdo da proteina na forma soluvel. Esse fato levou a
realizagao da purificacdo da proteina insoluvel em condi¢cdes desnaturantes, na

presenca de 8 M de uréia.

116.0
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Figura 24 — Expresséo da proteina S64 recombinante. Analise da expressao
da proteina S64 recombinante induzida por lactose, em gel de
poliacrilamida em condi¢cbdes desnaturantes. M representa o padrao
de massa molecular de ampla faixa, canaleta 1, fragao soluvel nao-
induzida; canleta 2, fragdo soluvel induzida; canaleta 3, fragc&o
insoluvel ndo-induzida; e canaleta 4, fragcao insoluvel induzida.
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A proteina foi purificada por meio de cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (IMAC). A proteina S64 recombinante comecou a ser eluida da
coluna com uma concentragdo de 150 mM de imidazol, e outra fracdo da
proteina também saiu com uma concentracdo de 250 mM de imidazol. O perfil
da cromatografia € mostrado na Figura 25.

A proteina recombinante renaturada soluvel, sem imidazol e uréia, foi
submetida a uma repurificacdo em condicdées nativas por IMAC. Nessas
condicoes, ela ndo se ligou a coluna Hi-TRAP Chelating (Amersham Pharmacia
Biotech), sendo recuperada somente na fragédo nao ligada (Figura 26). Assim,
as fragdes correspondentes a fracdo nao ligada foram agrupadas e
concentradas. O rendimento foi em torno de 15 mg de proteina por litro de
cultura.

Como a proteina S64 recombinante, renaturada, e em condi¢des nativas
nao se ligou na coluna, ela foi submetida a uma repurificagcdo em condicées
desnaturantes nas mesmas condigdes anteriores. As proteinas ligadas a
coluna foram eluidas em um gradiente descontinuo de imidazol nas
concentragdes de 75, 150, 250 e 500 mM (Figura 27). Todas as fragdes eluidas
foram coletadas para analise. A proteina S64 recombinante foi eluida somente
na concentracédo de 75 mM de imidazol. Em seguida, foi concentrada em tubos
Amicon® Ultra-15, seguindo-se as recomendagdes do fabricante, e renaturada

através de dialise, como descrito anteriormente.
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Figura 25 — Purificacdo da proteina S64 recombinante. Esta proteina foi purificada em condi¢cdes desnaturantes na presenca de uréia
8 M em um gradiente descontinuo de imidazol. Cada patamar do perfil cromatografico representa uma concentragéo de
imidazol, usado para eluir a proteina (0, 50, 100, 150, 250 e 500 mM). A proteina foi recuperada com imidazol nas
concentragdes de 100, 150 e 250 mM, como pode ser verificado pelos picos apresentados no perfil cromatografico e pelo
gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes no topo a direita. A primeira canaleta do gel se refere ao padrao de
massa molecular em kDa. As canaletas 2 e 3 se referem as fragdes que ndo se ligaram a resina, e as outras fragdes de 4 a
10 se referem a proteina eluida nas concentragdes de imidazol de 50, 100, 150 e 250 mM, sendo a canaleta 4 referente ao
pico a 50 mM de imidazol; canaletas 5 e 6, amostras do pico a 100 mm de imidazol, inicio e final do pico; canaletas 7 e 8,
amostras do pico a 150 mM de imidazol, inicio e final do pico; canaletas 9 e 10, amostras do pico a 250 mM de imidazol,
inicio e final do pico.
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Figura 26 — Repurificagdo da proteina S64 recombinante em condi¢des nativas. A proteina S64 recombinante foi renaturada

através de dialise contra o tampao de renaturacgao, seguida de outra dialise em tampao Tris-HCI 10 mM a pH 8,0 e foi,
entdo, submetida a uma repurificagdo em condigdes nativas. De acordo com o perfil cromatografico, a proteina S64
recombinante ndo se ligou a resina, sendo completamente eluida na fracdo ndo ligada a resina. Cada patamar
representa uma concentragédo de imidazol (0, 75, 250 e 500 mM) usado para eluir a proteina.
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Figura 27 — Repurificacdo da proteina S64 recombinante em condicdes desnaturantes. A proteina S64 renaturada foi

repurificada em condi¢gdes desnaturantes. No perfil cromatografico, cada patamar representa uma concentragcédo de
imidazol (0, 75, 150, 250 e 500 mM) usado para eluir a proteina. A proteina S64 recombinante foi eluida somente em
uma concentracédo de 75 mM de imidazol (de acordo com o pico mais elevado no perfil cromatografico). No gel de
poliacrilamida acima, M indica o padrao de massa molecular de ampla faixa, em kDa, a primeira canaleta representa a
fracdo nado ligada e a segunda, terceira e quarta, concentragées de imidazol usado para eluir a proteina (75, 150 e
250 mM, respectivamente).



4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A analise comparativa deduzida da sequéncia da proteina S64
recombinante apontou que ela possui semelhanga com as proteinas de
armazenamento pertencentes a superfamilia cupin, faseolina, canavalina e -
conglicinina (OVERVOORDE et al., 1977; BRAUN et al., 1996). Entretanto, a
seqUéncia da S64 recombinante exibe uma extensao de nucleotideos no N
terminal de aproximadamente 65 residuos de aminoacidos, correspondentes a
trés a-hélices, que nao esta presente nas outras proteinas. Esse motivo
estrutural adicional pode favorecer o enovelamento da proteina, de tal maneira
que os mondmeros se agrupem de modo diferente das outras estruturas ja
caracterizadas, podendo dificultar o processo de renaturagao. A composic¢ao de
aminoacidos dessa extensdo N-terminal € muito curiosa, pois ela possui 15
glutamatos e trés aspartatos (28% da cauda), residuos carregados
negativamente e também 10 glutaminas. Essa composi¢gdo pode evidenciar
uma fungao de localizagdo ou que esses aminoacidos podem ser processados
na planta e ndo existir na forma madura da proteina.

Além disso, a presenga da cauda de histidina na proteina recombinante
e no amino-terminal pode estar interagindo com esses residuos e, desse modo,
interferindo com o correto enovelamento da proteina. Consistente com essa
observacao, a proteina recombinante renaturada, induzida com lactose, perdeu
a habilidade de se ligar a resinas de Ni** em condigdes ndo-desnaturantes. A

cauda de His pode ter favorecido a producédo de corpos de inclusdo formados

54



por intermediarios de proteinas enoveladas parcialmente, compostas de
agregados e polipeptideos. A renaturagao de tais proteinas nas suas formas
bioativas € complicada e tediosa, tem recuperacao baixa e, portanto, constitui o
maior custo para producédo de proteinas recombinantes em E. coli (SINGH;
PANDA, 2005).

Proteinas pertencentes a superfamilia cupin estdo presentes tanto em
eucariotos quanto em procariotos. A principal caracteristica dos membros
dessa familia € a presenca de uma sequéncia com duas regides conservadas
que formam um motivo denominado cupin (DUNWELL; GANE, 1998). O nome
cupin, do latim cupa, refere-se ao dominio estrutural em forma de barril-$
caracteristico das estruturas conhecidas de membros dessa superfamilia. S64
recombinante possui dois motivos cupin, o que a situa dentro da superfamilia
junto com as proteinas bicupin. Dentro do grupo bicupin, a proteina S64
recombinante tem maior semelhanga com proteinas de armazenamento de
sementes, apresentando alta similaridade de sequéncia, incluindo uma
sequéncia situada entre os dois dominios cupin, com B-conglicinina, canavalina
e faseolina.

Consistente com sua fungdo como uma proteina de transporte, a
caracterizagdo topolégica de S64 nas vesiculas da membrana plasmatica
purificada tem demonstrado que uma proporg¢ao (25%) de S64 se comporta
como uma proteina de membrana do tipo Il (OVERVOORDE; GRIMES, 1994).
Residuos conservados que estdo envolvidos na estabilizagdo da estrutura
tridimensional das proteinas tipo vicilinas sdao encontrados em posicoes
similares nas proteinas SBP e S64 recombinantes (PIROVANI et al., 2002).
Como SBP e S64 recombinantes mostram grande conservacao de estrutura
primaria e motivos terciarios idénticos, € muito provavel que a proteina
SBP/S64 recombinante pode também formar um modelo canbnico proposto
para a estrutura da familia de proteinas tipo vicilinas (PIROVANI et al., 2002).
De acordo com a analise da hidrofobicidade da sequéncia primaria da proteina
S64 recombinante, a proteina € predominantemente hidrofilica, embora
apresente algumas curtas regides hidrofobicas com caracteristicas de dominio
transmembrana (PIROVANI, 1999). Dentre estas, a mais acentuada
correspondeu ao terminal amino da proteina, cuja hidrofobicidade ¢é

caracteristica de um peptideo sinal, presente também nas proteinas de reserva
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como f-conglicinina, faseolina e canavalina, que direciona a sintese da
proteina para o lumen do reticulo endoplasmatico.

Apesar da forte evidéncia de que S64 medeia o transporte de sacarose,
anadlises da sequéncia de nucleotideos e aminoacidos indicam que S64 é
distinta de outras proteinas de transporte conhecidas (OVERVOORDE et al.,
1997). A funcionalidade da proteina S64 recombinante foi caracterizada quanto
a ligacao de sacarose que provoca um apagamento de fluorescéncia dos
residuos aromaticos da proteina. A sacarose mantém contato direto com os
aromaticos da proteina ou produz mudanga na conformagdo da proteina,
afetando os residuos de Trp (mudanga de ambiente). A afinidade a sacarose
pode ser considerada moderada, pois apresentou uma constante de
dissociagdo na ordem de milimolar. Todavia, para proteinas que se ligam a
maltose, as constantes de dissociagdo variam na ordem de micromolar
(SZMELCMAN et al., 1976; MILLER et al., 1983; HALL et al., 1997; GUNTAS et
al., 2005). Esses dados coincidentemente validam experimentos anteriores da
afinidade da SBP/S64 por sacarose (RIPP et al., 1988).

Analises prévias sobre o estado de oligomerizacdo da proteina S64
recombinante, produzida na bactéria E. coli, foram conduzidas utilizando-se
duas versdes da proteina S64 recombinante, uma isenta do peptideo sinal e
uma versdo truncada, demonstrando que a proteina, na presenga do agente
redutor B-mercaptoetanol, comporta-se como monémeros e, na auséncia deste
agente, como dimeros e trimeros (PIROVANI, 1999). O exame das fragdes da
membrana plasmatica sob condi¢des ndo-redutoras mostrou que S64 existe
em complexos multiméricos, podendo representar associagdes diméricas ou
triméricas dos mondémeros (OVERVOORDE et al., 1997). Todavia,
experimentos de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram conduzidos com a
proteina S64 recombinante na auséncia de ligantes, como também na
presenca de sacarose ou GTP. A proteina S64 recombinante em solugao
parece existir na forma de hexdmeros. Assim também, na presenca de
concentracbes elevadas de sacarose, comportou-se semelhantemente.
Entretanto, na presengca de GTP a proteina S64 recombinante parece existir
como trimeros.

Estudos tém demonstrado que a proteina S64 liga-se a GTP através do

sitio de ligagdo a nucleotideo ALAPTKKS (posigdes 269-276), que difere da
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sequéncia consenso (A,G)X(4N)GK(S,T) por apenas dois residuos
(MATRANGOLO, 1998). Essa sequéncia encontra-se no mesmo contexto da
estrutura secundaria do motivo “A” ou “P-loop” (WALKER et al., 1982;
SARASTE et al, 1990), formando uma alga flexivel entre regides
intramoleculares de a-hélices e folhas-f que, provavelmente, liga-se ao
grupamento de fosfatos do nucleotideo (MATRANGOLO, 1998). Provavelmente
essas estruturas nao estavam arranjadas estereoquimicamente de forma
correta na proteina S64 recombinante e renaturada, favorecendo um processo
de agregacgao da proteina dependente da concentragdo do ligante e, ou, vice-
versa. Portanto, a caracterizagcédo da ligagao de GTP a S64 recombinante nao
mostrou nenhum dado coerente devido, provavelmente, a estrutura em que a
proteina se encontra. Ensaios complementares deverao ser conduzidos, a fim
de elucidar também a possivel relacdo entre a atividade da proteina S64
recombinante, sua ligacdo a GTP e o seu envolvimento no transporte de
sacarose.

Os dados de fluorescéncia obtidos neste trabalho apontam um espectro
com um comprimento de onda maximo de emissdo da proteina S64
recombinante a 303 nm. Isso indica que os aminoacidos aromaticos se
encontram em um meio extremamente apolar. Esse tipo de emissao foi
encontrado somente para a proteina azurina (LADOKHIN, 2000). A azurina é
uma pequena proteina globular que se liga a metais e contém um unico residuo
de triptofano que exibe um espectro de fluorescéncia com um comprimento de
onda maximo de emissao a aproximadamente 307 nm. O comprimento de onda
que a S64 recombinante exibe ndo € coerente com outras proteinas da mesma
familia. De fato, a emissdo de fluorescéncia da proteina faseolina
(DESHPANDE; DAMODARAN, 1991) apresentou um Amax de emissao a 329-
332 nm, e para a concanavalina 0 Amax foi @ 332 nm (CHATTERJEE; MANDAL,
2003), indicando que os residuos aromaticos estdo em um meio relativamente
hidrofébico, enterrados no interior dessas proteinas.

As variagdes de intensidade de fluorescéncia e o0 maximo de emissao
dos residuos de Trp em proteinas sao atribuidos as diferencas nas formas dos
anéis indol excitados do Trp, que interagem com seus microambientes em

condicdes variadas. Essas mudangas no espectro de emissdo do Trp também
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podem ser em resposta a transicdes conformacionais da proteina, associacao
das subunidades, ligagado de ligantes ou a propria desnaturagdo da proteina
pelo efeito do pH, temperatura e agentes quimicos, todos esses fatores podem
afetar o meio ao redor do anel indol.

A estabilidade conformacional de muitas proteinas pode ser determinada
através de estudos de desenovelamento, usando-se agentes desnaturantes
como cloreto de guanidina e wuréia. Esses compostos induzem ao
desenovelamento de proteinas oligoméricas, realizando processos multifasicos,
com a estabilizacdo de intermediarios parcialmente enovelados. De forma
semelhante a proteina faseolina, que permaneceu enovelada na presenca
desses agentes desnaturantes e na temperatura ambiente (DEYER et al.,
1992), a proteina S64 renaturada ndo sofreu desnaturagéo quimica, mesmo em
concentragdes bastante elevadas dos agentes desnaturantes. Em 7,6 M de
uréia e 6,7 M de cloreto de guanidina, o espectro de fluorescéncia da proteina
foi caracterizado pelo leve deslocamento do maximo de emissédo em
comprimentos de onda maiores (+2 nm), indicativo de que um leve processo de
desnaturacdo ocorreu e de que os aromaticos foram capazes de maior
liberdade de movimento.

A desnaturacédo da proteina S64 recombinante também foi monitorada
por medidas de fluorescéncia em funcdo do pH. O efeito do pH sobre a
fluorescéncia intrinseca pode indicar mudangcas conformacionais que
acontecem na proteina. No caso da concanavalina A (KHAN et al., 2005),
mudangas de pH indicam a maior ou menor exposicdo dos residuos de
triptofano, devido a mudancas na polaridade do meio e da proteina. Para essa
proteina, a valores de pH abaixo de 4 e superiores a 8, a intensidade de
fluorescéncia foi diminuida, podendo indicar uma exposigdo dos grupos
aromaticos a um ambiente mais polar. A valores de pH inferiores a 4, os
residuos tendem a protonacdo de aminoacidos acidos, como aspartato e
glutamato, podendo resultar em mudangas nas propriedades de solvatagédo da
proteina, como também na perda de interagdes eletrostaticas, como as pontes
salinas que auxiliam a estabilizacdo das estruturas secundarias/terciarias
(SHOEMAKER et al., 1985; MARGUSEE; BALDWIN, 1987). Essas mudangas
podem efetivamente desestabilizar a estrutura da proteina (FAIRMAN et al.,

1989). Elevando-se o pH da solugado, para a proteina faseolina por exemplo
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(DYER et al., 1992) foi verificado um efeito muito mais dramatico na sua
estabilidade do que para a S64 renaturada, em que a intensidade de
fluorescéncia foi diminuida gradativamente. Com o aumento do pH a 7,5, o
espectro da faseolina atingiu um padrdo de desnaturagcédo alterado. Apds a
desnaturacgao inicial, o espectro de fluorescéncia diminuiu linearmente até pH
8,5 e, acima deste, resultou em um espectro linear indicativo de proteinas
desnaturadas (desprotonagdo dos aminoacidos), na temperatura ambiente
(DYER et al., 1992). A S64 renaturada, por sua vez, apresentou efeito limitado
quando comparado com o da faseolina a valores de pH extremos, como dito
anteriormente, pois a intensidade de fluorescéncia diminuiu gradativamente,
sem nenhum efeito indicativo de proteina desnaturada.

O comportamento da proteina S64 renaturada em solugao também foi
avaliado pelo uso de sondas fluorescentes sensiveis a polaridade externa, ANS
e Bis-ANS. Esses compostos se ligam nao especificamente a superficies
hidrofobicas em muitas proteinas, com aumento na intensidade de
fluorescéncia, juntamente com mudanga no comprimento de onda de emissao
maxima (SLAVIK, 1982). Para a proteina S64 recombinante, o Bis-ANS ligou-
se um pouco mais a proteina do que o ANS, verificado pelo aumento na
intensidade de fluorescéncia emitida. Como esses compostos se ligam a
bolsbes hidrofébicos nas proteinas, pode-se concluir que o Bis-ANS teve maior
poder de penetragdo nessas regiodes.

Uma vez que muitas proteinas, como a S64 recombinante, contém um
numero relativamente pequeno de residuos aromaticos, tais aminoacidos
recebem consideravel atengdo em estudos topograficos. Para visualizar a
exposicao dos anéis indol a perturbacdo do solvente (HERSKOVITS, 1967;
WILLIAMS et al., 1965), técnicas de modificagdes quimicas (HACHIMORI et al.,
1964; FRAZIER et al., 1973) s&o frequentemente exploradas. Entretanto, ha
muitas limitacbes e dificuldades experimentais com o uso desses métodos.
Uma técnica espectroscopica promissora envolve o0 apagamento de
fluorescéncia dos residuos aromaticos por adicao de varios agentes de baixo
peso molecular (LEHRER, 1975). Esses agentes, conhecidos como quenchers
ou apagadores de fluorescéncia, diminuem a intensidade de fluorescéncia dos

residuos de Trp via contatos fisicos com os aromaticos excitados. Entretanto, a
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facilidade na qual um fluoréforo é apagado depende da sua exposigdo aos
apagadores.

Acrilamida € um composto polar, ndo-ibnico, que apaga a fluorescéncia
de aminoacidos aromaticos pelo processo de colisdo (EFTINK; GIRON, 1976).
A acrilamida tem a capacidade de apagar qualquer residuo de aminoacido
aromatico excitado com o qual colida independentemente se o residuo esta
localizado na superficie ou no interior apolar da proteina, gerando informagdes
locais ou de flutuagdes conformacionais em larga escala da proteina (EFTINK;
GHIRON, 1976; DESHPANDE; DAMODARAN, 1991).

Sondas carregadas como iodeto de potassio ou cloreto de césio também
sdo capazes de produzir o apagamento de fluorescéncia por colidirem com
grupos ionizaveis ao redor dos residuos aromaticos, modificando o espectro
de emissao de fluorescéncia.

Nos experimentos de apagamento de fluorescéncia, CsCl, Kl e
acrilamida, apagadores ou quenchers externos adicionados, reduziram a
intensidade de fluorescéncia dos aminoacidos aromaticos de maneira
proporcional a concentracdo desses compostos. Dada a diferenga de tamanho
e carga dessas moléculas, o apagamento da fluorescéncia intrinseca da
proteina S64 renaturada forneceu informacgao sobre a localizacdo dos residuos
aromaticos. Com a acrilamida, o apagamento foi mais efetivo devido a maior
penetracdo dessa molécula na matriz protéica, usando-se menores
concentragcdes dessa molécula do que para o apagamento com Kl ou CsCI.
Provavelmente, ao redor dos aminoacidos aromaticos da S64 recombinante se
encontram, em maior proporgéo, residuos carregados positivamente do que
negativamente, favorecendo o efeito do Kl, como verificado pelo apagamento
promovido, em vez de CsCIl. Com a adigcao dos ligantes sacarose e GTP, néo
houve mudangas significativas sobre o apagamento de fluorescéncia. De
acordo com as constantes de Stern-Volmer obtidas, a proteina S64
recombinante apresentou os aminoacidos aromaticos bastante expostos com e
sem ligantes, quando comparado com a Ky, encontrada em moléculas com
todos os residuos de triptofano livres (Ksy, = 18,0) (BUSHUEVA et al., 1980). A
sacarose é um agucar, portanto esta rodeada por grupos -OH que se ligam a
regides com cargas positivas, desfavorecendo os contatos da molécula KI. Isso

pode ser verificado pela diminuigao significativa do valor da constante de Stern-

60



Volmer para essa molécula, com a adi¢do de sacarose quando comparada com
os valores dessa constante, que permaneceram sem alteragdo significativa,
para acrilamida e CsCIl com a adicdo desse acucar. Os dados de fluorescéncia
indicam que os residuos dos aminoacidos aromaticos se encontram bastante
“‘enterrados” na proteina S64 recombinante. Ja os dados de apagamento de
fluorescéncia indicam que a proteina S64 recombinante possui os residuos de
aminoacidos aromaticos bastante expostos, dificultando a interpretacdo exata
desses dados.

Valores baixos da constante de Stern-Volmer (Ks/), encontrados nas
proteinas como B-tripsina (2,4 M), RNase T (1,0 M) e aldolase (0,2 M™),
indicam que todos os residuos de Trp dessas proteinas podem estar
‘enterrados”, semelhantemente a azurina (EFTINK; GHIRON, 1977). Ao
contrario, pode ser considerado que a proteina S64 recombinante possui todos
0s aminoacidos aromaticos bastante expostos, uma vez que os valores da Kg,
foram elevados e os graficos de Stern-Volmer mostraram-se lineares,
especificamente para a proteina na presenca de Kl e CsCl, podendo sumarizar
que ha uma populacdo de fluoréforos com graus similares de exposigdo a
esses dois agentes apagadores. Para a acrilamida, devido ao seu maior poder
de penetracdo, podem-se visualizar duas populagdes de fluoréforos com graus
de exposicao diferentes a esse composto, pois os graficos ndo foram lineares,
apresentando uma populacdo de moléculas muito exposta e outra que somente
a acrilamida consegue acessar.

Em resumo, em solugao as moléculas protéicas poderao estar sujeitas a
uma ampla variedade de flutuagdes conformacionais (LINDERSTROM-LANG;
SCHELLMAN, 1959; WEBER, 1975), efeito que pode estar ocorrendo para a
S64 renaturada também. A frequéncia dessas flutuagdes pode ser regulada por
interagdes intramoleculares que estabilizam a estrutura das proteinas. Como
resultado da sua mobilidade, um residuo que parece “enterrado” na sua
estrutura pode tornar-se periodicamente exposto em solugcdo, provavelmente
devido a quebra das pontes de hidrogénio (EFTINK; GHIRON, 1977). O
processso de renaturagao pode gerar formas estruturais protéicas diferentes.

Informagdes estruturais relevantes sobre a proteina S64 renaturada
também foram obtidas pela técnica de dicroismo circular. O dicroismo circular

refere-se a absorcéo diferencial da luz circularmente polarizada a esquerda e a
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direita, apds a luz passar pela amostra (KELLY; PRICE, 1997). Essa técnica
espectroscopica é util para detectar dados da estrutura secundaria da proteina,
dentre outras caracteristicas: mudangas conformacionais de macromoléculas,
composi¢cao de misturas quirais, interacdo de macromoléculas com outras
moléculas menores, especialmente aquirais etc.

Para a proteina S64 renaturada, de acordo com os dados de CD, no UV-
distante, observa-se a auséncia de padrbes caracteristicos de estrutura
secundaria da proteina quando em ambiente aquoso. A proteina apresenta um
sinal no UV-préximo que indica que ela esta enovelada. Entretanto, esses
sinais nao informam sobre o correto enovelamento da proteina, uma vez que
nao se dispbde da S64 recombinante nativa, enovelada corretamente, para
dados comparativos.

Na presenca de sacarose, nao foram observadas mudangas
significativas, e a proteina permaneceu enovelada e sem um perfil
caracteristico de estrutura secundaria, como também no ambiente dos
aromaticos. A adicdo de sacarose na&o produz nenhuma mudanca
conformacional, como pbde ser verificado pela auséncia de efeitos
significativos sobre os espectros de CD no UV-proximo e distante.

Aparentemente, com base nos espectros de desnaturacdo térmica é
possivel dizer que a proteina S64 recombinante é estavel termicamente. Os
espectros comecaram a perder intensidade com o aumento da temperatura, e
somente em temperaturas muito elevadas, a 95 °C, foi observada uma
pequena diferenca na forma desses espectros, € o sinal se deslocou, proximo a
202 nm, indicando uma leve desnaturacdo. Esse efeito assemelha-se ao
ocorrido com a proteina faseolina, que ndo se desnaturou nessas condi¢cdes
(DEYER et al., 1992). A desnaturacao térmica da faseolina requer mais de um
agente desnaturante simultaneamente, como a presengca de (GdnHCI) e
variagoes de pH.

A alta estabilidade da proteina S64 recombinante, como também das
outras proteinas de armazenamento, pode ser relatada pelo fato de que, na
natureza, a integridade estrutural dessas proteinas pode ser mantida na
dessecacgao, durante a maturagao das sementes e a subsequente dorméncia.

Uma vez que a proteina recombinante purificada para fins

cristalograficos foi encontrada na fragéo insoluvel do extrato e que ela, em
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condigbes nativas, ndo se ligou a resina de niquel, questiona-se o fato de a
referida proteina se encontrar na sua forma nativa e, consequentemente, em
condigdes ideais para cristalografia, j4 que até o presente momento nao foi
verificada a formacao de cristais.

Dessa forma, a proteina S64 recombinante devera ser novamente obtida
nas condi¢des utilizadas para a caracterizagado bioquimica ou ser clonada com
mudangas na posicao da cauda de histidina do N para o C-terminal ou até
mesmo se fazer a retirada dos nucleotideos extras presentes no N-terminal da
S64 recombinante, que n&o estdo presentes nas outras proteinas de
armazenamento. Assim, a proteina S64 recombinante devera ser outra vez

submetida a novos ensaios cristalograficos.
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